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1. Einleitung 
 
1.1 Immunglobuline 
Die im Serum enthaltenen Plasmaproteine können durch Elektrophorese in 5 
Fraktionen aufgetrennt werden. Hierzu zählen die Albumine und die α1, α2, β 
und γ Globuline. Die Immunglobuline (auch Antikörper) gehören zur γ-
Globulinfraktion der Serumproteine. Sie können wiederum durch Elektrophore-
se in 5 verschiedene Immunglobulinklassen unterteilt werden. Sie bestehen 
grundsätzlich aus zwei L-Ketten (κ oder λ) und zwei H-Ketten (µ, γ, α, δ oder ε). 
Je nach H-Kette unterscheidet man die Immunglobulinklassen IgM, IgG, IgA, 
IgD und IgE [Löffler et al. 2007]. 
 
1.2 IgG 
Das IgG ist Produkt der Plasmazellen und ein im Blut zirkulierender Bestandteil 
der humoralen Immunantwort. IgG besteht aus zwei schweren H-Ketten (γ) und 
zwei leichten L-Ketten (κ oder λ), welche über Disulfidbrücken Y-förmig in Ver-
bindung stehen. Die leichten Ketten sind aufgebaut aus einer variablen Domäne 
(VL) und einer konstanten Domäne (CL). Die schweren Ketten bestehen aus 
einer variablen (VH) und 3 konstanten Domänen (CH1, CH2, CH3) (Abb. 1.1). 
Das Molekül hat ein Gewicht von ca. 150 kDa. Durch Proteolyse kann IgG in 3 
Fragmente gespalten werden. Hierbei handelt es sich um zwei Fab-Fragmente 
und um ein Fc-Fragment. Über die Fab Fragmente werden Antigene an den Anti-
körper gebunden
. 
Es entsteht der so genannte Antigen-Antikörper Komplex. 
Das Fc-Fragment vermittelt die Passage des IgG durch die Plazentaschranke 
und garantiert hierdurch die Neugeborenenimmunität in den ersten Lebensmo-
naten. Weiterhin wird über das Fc-Fragment die Neutralisierung von Antigenen, 
die Opsonierung von körperfremden Mikroorganismen mit anschließender Pha-
gozytose durch Monozyten und neutrophile Granulozyten und die Komplement-
aktivierung vermittelt [Löffler et al. 2007]. 
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Abb.1.1 IgG Antikörper 
 
1.2.1 IgY aus Hühnereigelb 
Man hat festgestellt, dass das IgG aus dem Serum von Hühnern auch im Eigelb 
der Hühnereier nachgewiesen werden kann. Das sich im Eigelb befindende 
Immunglobulin nannte man IgY. Es setzt sich zusammen aus einer schweren 
Kette (64 kDa) und einer leichten Kette (28 kDa). Ursprünglich dient das IgY als 
angeborene Immunität für die jungen Küken [Hatta et al. 1990]. 
 
Weiterhin ist bekannt, dass bei der Immunisierung von Hühnern mit einem be-
stimmten Antigen die produzierten IgG Antikörper in das Hühnereigelb übertra-
gen werden und hier als polyklonale IgY Antikörper nachgewiesen werden kön-
nen. So konnten IgY Antikörper gegen das humane Rotavirus aus Hühnereigelb 
isoliert werden [Hatta et al. 1993]. 
 
Wie Motoi et al. 2005 zeigte, konnten IgY Antikörper gegen ein spezifisches 
Tollwut-Virus Antigen aus Hühnereigelb von immunisierten Hühnern isoliert 
werden. Hierfür wurden rekombinante Tollwut-Virus Proteine in E.coli produziert 
und die Hühner damit geimpft. Das aus dem Eigelb isolierte IgY diente im Wes-
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tern Blot, in der Immunhistochemie und in der Immunfluoreszenz der Markie-
rung des rekombinanten Tollwut-Virus. 
 
In einer weiteren Studie wurden Hühner mit einem bestimmten Peptidfragment 
der Helicobacter pylori Urease immunisiert. Im Hühnereigelb konnte immun-
kompetentes IgY gegen die H. pylori Urease nachgewiesen werden, welches 
zudem die Aktivität der Urease hemmte [Shin et al. 2003]. 
 
Eine Studie von Hensel et al. zeigte 1997, dass aus Hühnereigelb Antikörper 
gegen eine membrangebundene Metalloendoprotease aus Glioblastomzellen 
isoliert werden konnten und, dass diese die Aktivität der Protease inhibieren 
konnten. Zudem konnten die Antikörper im Western Blot zur Detektion der Pro-
tease verwendet werden.  
 
Bei der Isolierung von IgY aus Hühnereigelb ist es gelungen mit Hilfe von natür-
lichen Gummiharzen wie λ - Carrageenan die Lipoproteine zu präzipitieren. λ - 
Carrageenan wird auch in Nahrungsmitteln verwendet. Somit könnten auf diese 
Weise aufgereinigte IgY Antikörper eventuell oral verabreicht werden und damit 
einer passiven Immunisierung dienen [Hatta et al. 1990]. 
 
Zusammenfassend spielen IgY Antikörper also eine Rolle bei der Detektion, 
Lokalisation und Analyse von Enzymen und Virusproteinen mittels Western 
Blot, Immunhistochemie und Immunfluoreszenz und können unter den oben 
genannten Voraussetzungen eventuell eine Rolle bei der passiven Immunisie-
rung übernehmen. 
 
1.2.2 IgG aus Kaninchenserum  
Polyklonale IgG Antikörper aus Kaninchenserum finden heutzutage in vielen 
Bereichen der Medizin ihre Anwendung. Sie sind von großer Relevanz bei der 
Diagnostik zahlreicher Erkrankungen. Hier werden sie zum einen bei immun-
histochemischen Untersuchungen und zum anderen bei serologischen Unter-
suchungen mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) verwendet. So 
zeigte beispielsweise ein polyklonaler Kaninchenserumantikörper gegen Myco-
bacterium bovis (Tuberkuloseerreger) im Rahmen der Tuberkulosediagnostik 
durch immunhistochemische Verfahren an histologischen Schnitten der Lunge 
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Vorteile gegenüber der bisher verwendeten Ziel-Neelsen Färbung. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass der Kaninchenserumantikörper auch dann richtig 
positive Testergebnisse erzeugte, wenn die Ziel-Neelsen Färbung falsch nega-
tive Ergebnisse lieferte. Zurück zu führen sei dies auf gewisse Zellwandverän-
derungen des M. bovis in Abhängigkeit von der Erkrankungsdauer [Seiler et al. 
2003]. Weiterhin werden die in Kaninchen hergestellten polyklonalen Antikörper 
in der Forschung im Rahmen von immunhistochemischen, serologischen und 
biochemischen Untersuchungen (Western Blot) verwendet. Hierbei dienen sie 
als Marker für bestimmte Zell- oder Gewebebestandteile. 
 
1.2.3 Vergleich von IgY und IgG 
Im Vergleich bietet die Gewinnung von Antikörpern aus Hühnereigelb viele Vor-
teile zu der aus Kaninchenseren. Bereits aus einem Hühnerei kann durch-
schnittlich so viel Antikörper gewonnen werden, wie aus dem Serum eines Ka-
ninchens nach einmaliger Blutabnahme. Der entscheidende Unterschied be-
steht darin, dass jedes Huhn in der Regel täglich ein Ei legt, wohingegen das 
Blut des Kaninchens maximal alle 2 Wochen gewonnen werden kann. Die nach 
erfolgreicher Immunisierung über 30 Tage gesammelten Eier haben alle gleich 
hohe Antikörpertiter. Verglichen mit Kaninchenserum kann also aus Hühnerei-
ern eine viel größere Antikörpermenge in einer kürzeren Zeit gewonnen wer-
den. Die Menge an benötigtem Antigen für die Immunisierung von Hühnern und 
Kaninchen ist hingegen die gleiche [Salatino 1995]. 
 
Wie Gasparyan 2005 zeigte, bietet das Hühner IgY in unterschiedlichen Kon-
zentrationen und in verschiedenen Puffersystemen hohe Stabilitätseigenschaf-
ten bei Colloidal Gold Agglutinationsreaktionen zur Antigendetektion. Bei der 
Verwendung von Kaninchen IgG hingegen kann es aufgrund seiner geringen 
Stabilitätseigenschaften zu spontanen Agglutinationen und damit zu falsch posi-
tiven Ergebnissen kommen. Folglich hat das Hühner IgY einen Nutzen bei Ag-
glutinationsreaktionen zur Darstellung beliebiger Antigene. Ein weiterer Vorteil 
von IgY aus Hühnereigelb ist die Tatsache, dass es eine geringe Kreuzreaktivi-
tät mit Säuger IgG und humanen Rheuma-Faktoren zeigt. Die Hühnereier kön-
nen zudem für ca. ein Jahr bei 4° C gelagert werden  [Haak-Frendscho 1994].  
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1.3 Matrix-Metalloproteinasen 
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind peptid- und proteinspaltende Enzyme, 
deren katalytisches Zentrum aus einem gebunden Metallion, meist einem Zinki-
on besteht [Berg et al. 2003]. Dieser Bereich wird auch als „protease domain“ 
bezeichnet. MMPs kommen entweder in einer sekretierten, löslichen Form oder 
als gebundene Transmembranproteine vor. Ihnen wird insbesondere eine Auf-
gabe bei der Regulierung von Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen zuge-
schrieben [Schmidt & Unsicker 2003]. Demzufolge spielen die inzwischen ca. 
26 zink-abhängigen Proteasen eine Rolle beim Remodelling und Umbau der 
Extrazellularmatrix. Dazu gehören Prozesse mit vermehrtem Kollagenab- und 
umbau wie z.B. die Wundheilung oder die Umstrukturierung des Uterusgewe-
bes im Rahmen der postpartalen Involution [Loeffler et al. 2007, Loeffler et al. 
1998]. 
 
Die MMPs bewirken als aktive Proteasen die Proteolyse von Eiweißen. Auf die-
se Weise sind sie an der Freisetzung von Signaltransmittern, dem Abspalten 
von Verankerungsstellen der Zelle (z.B. Integrinen) und dem Freilegen von Pro-
teindomänen beteiligt [Alberts et al. 2004]. Weiterhin geht man davon aus, dass 
Metalloproteinasen eine Rolle bei der Sekretion von Wachstums- und Entzün-
dungsfaktoren spielen [Schmidt & Unsicker 2003]. Hierin begründet sich die 
Beteiligung der MMPs bei den Vorgängen der Zell-Zell und Zell-Matrix Interakti-
on.  
 
Die Regulierung der Matrix-Metalloproteinasen erfolgt über so genannte TIMP’s 
(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) [Brew et al. 2000]. 
 
1.3.1 Die ADAMs 
Die Abkürzung ADAM steht für „A Disintegrin And Metalloproteinase“ und be-
schreibt eine Gruppe von Glycoproteinen, die zusammen mit den SVMP’s 
(Snake Venom Metalloproteasen) zur Reprolysin-Familie der Metalloproteasen 
gehört [Loechel et al. 1998]. Die ADAMs haben eine Proteasefunktion und spie-
len eine Rolle bei Zell-Zell Interaktionen und beim Signalaustausch zwischen 
den Zellen [Wewer et al. 2006]. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften 
vermutet man eine Funktion der ADAMs bei den Prozessen der Zell-Adhäsion, 
Zell-Fusion und Zell-Invasion [Mochizuki & Okada 2007]. Am längsten bekannt 
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sind die SVMP’s als Inhaltsstoff im Gift der Diamantenklapperschlange. Hier 
rufen sie bei exponierten Personen durch eine Interaktion mit dem Thrombozy-
ten Integrin Glycoprotein IIb-IIIa eine Thrombozytenaggregationshemmung her-
vor, welche Blutungen und Gewebeschäden zur Folge haben kann [Schmidt & 
Unsicker 2003, Loechel et al. 1998]. 
 
ADAMs kommen ebenso wie die Matrix-Metalloproteinasen in einer sekretierten 
Form und als Transmembranproteine vor und unterscheiden sich im Wesentli-
chen von den Metalloproteinasen durch die Anwesenheit einer „disintegrin do-
main“ [Schmidt & Unsicker 2003]. Die ADAMs werden durch ca. 30 Gene co-
diert, welche bereits in einer Vielzahl von Säugetieren und beim Menschen 
nachgewiesen werden konnten [Galliano et al. 2000]. Insgesamt sind mehr als 
30 ADAMs bekannt und wurden auch bei Nagetieren (Mäusen, Meerschwein-
chen), Fliegen und Würmern nachgewiesen [Kurisaki et al. 2003]. 
 
Die Aufgabe der ADAMs besteht insbesondere in der Vermittlung von Zell-Zell 
Interaktion und Zell-Adhäsion. Sie sind in der Lage mit Integrinen (trans-
membranäre Adhäsionsmoleküle) und Syndecanen (membrangebundene Co-
rezeptoren für Wachstumsfaktoren) in Verbindung zu treten und haben dadurch 
eine Funktion bei der Proteolyse und Freisetzung von an der Zelloberfläche lie-
gende Membranproteinen. Hierzu zählen Wachstumsfaktoren wie EGF (epi-
dermal growth factor) und TNFα (tumor necrosis factor α), Wachstumsfaktorre-
zeptoren und Zytokine [Peduto et al. 2006, Sundberg et al. 2004]. 
 
1.3.2 Die ersten Vertreter der ADAM Familie: ADAM1 und ADAM2 
Blobel et al. beschreibt 1990 erstmals das PH-30 Protein auf der Oberfläche 
von Meerschweinchenspermien. Dieses lässt sich in eine α und β Untereinheit 
unterteilen und hat eine Funktion bei der Fusion von Spermium und Oozyte. 
Weiterhin beschreibt er die strukturelle Ähnlichkeit des PH-30 Proteins zu vira-
len Fusionsproteinen und vermutet ein Fusionspeptid in der α Untereinheit. 
1993 beschreibt Wolfsberg et al. die biochemische Struktur der α und β Unter-
einheit des PH-30 Proteins und weist die „prodomain“, die „metalloproteinase 
domain“ und die „disintegrin domain“ der α Untereinheit nach. Daraufhin be-
zeichnet er PH-30-α und Fertilin-α erstmals als ADAM1 und PH-30-β und Ferti-
lin-β als ADAM2 [Wolfsberg et al. 1995]. Bei Fertilin handelt es sich um ein Pro-
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tein auf der Oberfläche von Mausspermien, welches ebenfalls aus 2 Unterein-
heiten besteht. Diese nannte man Fertilin-α und Fertilin-β (ADAM1 und 2). Die 
„disintegrin domain“ von Fertilin β bindet an ein α6β1 Integrin auf der Eioberflä-
che und stellt so den ersten Kontakt zwischen Spermium und Ei her. Das mut-
maßliche Fusionspeptid von Fertilin α führt dann zur Verschmelzung der Plas-
mamembranen von Ei und Spermium. Diese Erkenntnis impliziert die Funktion 
der ADAMs bei der Fusion von Zellen [Huovila et al. 1996, Galliano et al. 2000].  
 
1.3.3 Domänenstruktur 
Betrachtet man die Proteinstruktur der ADAMs (Abb. 1.2) vom N-Terminus aus, 
so bestehen sie aus einer „prodomain“, einer „metalloproteinase domain“, einer 
„disintegrin domain“, einer „cysteine-rich domain“, einem „EGF-like module“ und 
manchmal aus einer zusätzlichen „transmembrane domain“ und einem „cy-
toplasmic tail“ [Sundberg et al. 2004]. 
 
1.3.4 ADAM12 
Das Gen für menschliches ADAM12 (auch meltrin α genannt) wurde erstmals 
1998 auf Chromosom 10q26.3 lokalisiert. 
 
Im Anschluss an die Transkription werden bei eukaryoten Organismen durch 
alternatives Splicen unterschiedliche Formen von mRNA und damit im Rahmen 
der Translation auch unterschiedliche Proteine gebildet. Bei ADAM12 ergeben 
sich durch alternatives Splicen zwei Formen des Proteins. Zum einen das etwas 
kürzere und lösliche ADAM12-S (Abb. 1.2), dem am C-terminalen Ende die 
„transmembrane domain“ und der „cytoplasmic tail“ fehlen. Und zum anderen 
das längere ADAM12-L (Abb. 1.2) mit einer zusätzlichen „transmembrane do-
main“ und einem „cytoplasmic tail“ [Gilpin et al. 1998]. 
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Abb. 1.2: Proteinstruktur ADAM12 (mündliche Absprache mit M. Kokozidou) 
 
Die Prodomain 
Die „prodomain“ hat eine bedeutende Rolle bei der Regulierung und Aktivierung 
von ADAM12. Es wurde herausgefunden, dass ADAM12 in Form eines so ge-
nannten Zymogens gebildet wird. Darunter versteht man eine inaktive Vorform 
(Proform), die aus einer „prodomain“ mit einem „cysteine switch“ besteht. In 
dieser Form verdeckt die „prodomain“ die „metalloproteinase domain“ und hält 
sie dadurch inaktiv. Tauscht man das Cystein an Position 179 durch eine ande-
re Aminosäure aus, kommt es zur Aktivierung der „metalloproteinase domain“. 
Das Einsetzten eines Cysteins an beliebiger anderer Stelle innerhalb der „pro-
domain“ führt jedoch jederzeit wieder zur Inaktivierung der Metalloproteinase 
[Loechel et al. 1999]. Weiterhin bedarf es zur Aktivierung von ADAM12 der Ab-
spaltung der „prodomain“ im Golgi-Apparat durch eine Furin-Peptidase. Im Be-
zug auf ADAM12-S konnte gezeigt werden, dass nach der Abspaltung der „pro-
domain“ diese jedoch weiter durch eine nicht kovalente Bindung mit dem Ur-
sprungsmolekül verbunden bleibt. Außerdem konnte die Struktur von            
ADAM12-S mittels Elektronenmikroskopie dargestellt werden (Abb.1.3) [Wewer 
et al. 2006]. 
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Abb. 1.3: Proteinstruktur ADAM12-S [Wewer et al. 2006] 
 
In einer weiteren Studie von Loechel & Wewer konnte 2001 gezeigt werden, 
dass die ADAM12-S „metalloproteinase domain“ auch unabhängig von dem 
gerade erläuterten „cysteine switch“ Modell durch die Bindung von Cu II Ionen 
aktiviert werden kann. Man vermutet, dass sowohl die Abspaltung der „prodo-
main“ durch die Furin-Peptidase, als auch die Cu II Bindung für die Aktivierung 
von ADAM12-S notwendig sind. 
 
Die Metalloproteinase domain 
Die „metalloproteinase domain“ von ADAM12 enthält die charakteristische „zinc 
binding active site“ mit dem typischen Sequenzmuster HEXXHXXGXXHD 
(H=Histidin, E=Glutamat, G=Glycin, X=variable Aminosäure). Die drei Histidin-
reste sind wichtig für die Bindung des Zink Ions, der Glutamatrest ist für die ka-
talytische Aktivität der „metalloproteinase domain“ verantwortlich. Zusätzlich 
wurde ein Methioninrest („Met-turn“) nachgewiesen, der für die strukturelle Sta-
bilität der „zink binding active site“ verantwortlich gemacht wird [Stöcker et al. 
1995, Wolfsberg et al. 1995 ] Loechel et al. bewies 1998 erstmals die proteolyti-
sche Aktivität der „metalloproteinase domain“ von ADAM12 indem er die Spal-
tung von α2Makroglobulin in vitro zeigte. Weiterhin gelang es ihm ADAM12-S 
im Immunblot darzustellen. Er identifizierte ADAM12-S in voller Länge als 
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92kDa Bande und ADAM12-S nach Abspaltung der „prodomain“ als 68kDa 
Bande. 
 
Die Disintegrin domain 
Die „disintegrin domain“ besteht aus ca. 50-75 Aminosäuren und beinhaltet die 
so genannte „disintegrin loop“, welche als Integrin bindende Sequenz fungiert. 
Hierüber stellt die „disintegrin domain“ eine Verbindung zu Integrinen und Re-
zeptoren an der Zelloberfläche her. Die „disintegrin domain“ wurde erstmals 
eingängig bei den P-II SVMP’s beschrieben [Niewiarowski et al. 1994]. Hier be-
steht die „disintegrin loop“ aus 13 Aminosäuren und enthält die Integrin binden-
de RGD (Arginin, Glycin, Aspartat) Sequenz. Man fand heraus, dass sich die 
„disintegrin loop“ der ADAMs verglichen mit den SVMP’s dahingehend unter-
scheidet, dass sie einen zusätzlichen Cysteinrest am carboxyterminalen Ende 
der Integrin bindende Sequenz aufweist. Oft besteht die „disintegrin loop“ der 
ADAMs daher aus 14 Aminosäuren, kann aber auch in der Anzahl ihrer Amino-
säuren variieren [Wolfsberg & White 1996]. Weiterhin kann auch die Abfolge 
der Aminosäuresequenz der „disintegrin loop“ variieren. Dies führt zu der An-
nahme, dass die verschiedenen ADAMs auch an unterschiedliche Integrine und 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche binden können, letztendlich aber nur ein Teil 
der ADAMs als Adhäsionsmolekül zur Herstellung von Zell-Zell Kontakten fun-
giert [Wolfsberg et al. 1995]. Eines der ersten Beispiele hierfür ist die „disin-
tegrin domain“ von Fertilin β (ADAM2), die an ein α6β1 Integrin auf der Oberflä-
che von Oozyten bindet und so den ersten Kontakt zwischen Spermium und Ei 
herstellt [Huovila et al. 1996]. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass die      
ADAMs durch die Bindung an Integrinrezeptoren bestimmte Signale an das 
Zellinnere übermitteln [Wolfsberg & White 1996]. 
 
Die Cysteine-rich domain 
Die „cysteine-rich domain“ folgt auf die „disintegrin domain“ und beinhaltet eine 
„fusion peptide like sequence“ und ein „EGF-like module“. Die „fusion peptide 
like sequence“ besteht aus einem relativ hydrophoben 23 Aminosäuren langen 
Strang, der als α-Helix oder β-Faltblattstruktur aufgebaut sein kann [Wolfsberg 
& White 1996]. Blobel et al. wies 1992 auf die Ähnlichkeit der „fusion peptide 
like sequence“ der α-Untereinheit des PH-30 Proteins auf Meerschwein-
chenspermien mit bereits bekannten viralen Fusionsproteinen hin und vermute-
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te seine Funktion bei der Fusion von Spermium und Oozyte. Huovila et al. be-
schrieb daraufhin 1996 Fertilin-α (ADAM1) und Fertilin-β (ADAM2) auf der    
Oberfläche von Mausspermien und zeigte, dass die „fusion peptide like se-
quence“ von Fertilin-α für die Fusion der Plasmamembranen von Spermium und 
Oozyte verantwortlich ist. Weiterhin wurde für ADAM12 eine Funktion bei der 
Fusion von Myoblasten zu mehrkernigen Muskelfasern nachgewiesen. Auch 
hier geht man davon aus, dass die „fusion peptide like sequence“ an der Zell-
Fusion beteiligt ist [Yagami-Hiromasa et al. 1995, Miller 1995]. 
 
Der Cytoplasmic tail 
Die Aminosäuresequenz des „cytoplasmic tail“ der verschiedenen ADAMs vari-
iert in ihrer Länge zwischen 11 bis 176 Aminosäuren. Kang et al. zeigte im Jahr 
2000, dass der „cytoplasmic tail“ von ADAM12 ein so genanntes PXXP Motiv 
beinhaltet, über dessen N-terminal gelegene prolinreiche Region er mit der SH3 
Domäne von Src interagiert. Src ist eine Tyrosinkinase, die durch die Bindung 
von ADAM12 aktiviert wird und so die transmembranäre Signaltransduktion 
während der Differenzierung der Myoblasten vermittelt. Weiterhin beschreibt 
Galliano et al. 2000 die Bindung des „cytoplasmic tail“ von ADAM12 an Muskel 
spezifisches α-actinin-2 in vivo und in vitro. Auf diese Weise kommt es zu einer 
Verbindung von ADAM12 mit dem Zytoskelett, was zusätzlich im Zusammen-
hang mit der Regeneration von Skelettmuskulatur gesehen wird. 
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1.3.5 Die ADAM12-S cDNA Sequenz 
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Die Abbildungen 1.4 bis 1.7 zeigen die ADAM12-S cDNA Sequenz. Die Herstel-
lung der ADAM12-S cDNA erfolgte durch Frau Dr. med. vet. Maria Kokozidou 
und sie erwies sich als identisch mit der Datenbanknummer (NP_067673 für 
ADAM12-S) des National Center for Biotechnology Information (NCBI). Die 
cDNA von ADAM12-S hat eine Länge von 738 Aminosäuren. Das ATG Ba-
sentriplet an Position 307 bis 309 wird auch als Startcodon (hellgrün) bezeich-
net und codiert die Aminosäure Methionin (Abb. 1.4). Darauf folgt das „signal 
peptide“ (Abb. 1.4 braun). Beginnend bei Basenpaar 310 und endend bei Ba-
senpaar 390 codiert es 27 Aminosäuren. Die „prodomain“ (Abb. 1.4 und 1.5 
blau) beginnt bei Basenpaar 391 und endet bei Basenpaar 924 und codiert 178 
Aminosäuren. Im Bereich der „prodomain“ befindet sich wie bereits beschrieben 
der „cysteine switch“ an Position 179 (Abb. 1.5 helllila). Darauf folgt die „metal-
loproteinase domain“ (Abb. 1.5 rot) beginnend am Basenpaar 925 und endend 
bei 1554. Sie codiert insgesamt 210 Aminosäuren und in ihr liegt die „zinc bin-
ding active site“ (Abb. 1.5 türkis) bestehend aus insgesamt 12 Aminosäuren. 
Die „disintegrin domain“ (Abb. 1.5 und 1.6 dunkelgrün) beginnt beim Basenpaar 
an Position 1555, endet bei Basenpaar 1842 und codiert damit 96 Aminosäu-
ren. Im Bereich der „disintegrin domain“ liegt die „disintegrin loop“ (Abb. 1.6 
dunkellila), welche 14 Aminosäuren codiert. Die anschließende „cysteine-rich 
domain“ (Abb. 1.6 gelb) beginnt mit dem Basenpaar an Position 1843 und endet 
bei 2420 und codiert 192 Aminosäuren. In ihrem Bereich liegt zum einen die 
„fusion peptide like sequence“ (Abb. 1.6 beige) mit 26 Aminosäuren und zum 
zweiten das „EGF-like module“ (Abb. 1.6 mintgrün) mit insgesamt 33 Aminosäu-
ren. Das Basenpaar 2420 stellt den so genannten „Point of Divergence“ dar. Bis 
dort sind ADAM12-S und ADAM12-L in ihrem Sequenzmuster gleich. Bei      
ADAM12-S folgt im Anschluss an den „Point of Divergence“ ab dem Basenpaar 
2421 die so genannte „S-domain“ (Abb. 1.6 und 1.7 grau). Sie endet im Bereich 
des TGA Basentriplets an Position 2521 bis 2523, welches dem Stopcodon ent-
spricht. Bei ADAM12-L hingegen folgt im Anschluss an den „Point of Divergen-
ce“ die „transmembrane domain“ und der „cytoplasmic tail“ als Bestandteil von 
ADAM12-L. 
 
1.3.6 ADAM12 und seine Funktion 
ADAM12 konnte bisher bei Wirbeltieren, aber auch bei wirbellosen Tieren und 
beim Menschen nachgewiesen werden. 
Einleitung  17 
Wie Yagami-Hiromasa et al. schon 1995 zeigte, konnte ADAM12 in Myoblasten 
nachgewiesen werden. Der Anschauung nach spielt ADAM12 hier eine Rolle 
bei der Differenzierung und Fusion der Myoblasten zu mehrkernigen Muskelfa-
sern in vitro. Gilpin et al. zeigte darauf folgend im Jahr 1998 die Bedeutung von 
ADAM12-S bei der Entwicklung von Muskelgewebe aus Myoblasten in vivo. Er 
transfizierte menschliche Rhabdomyosarkomzellen mit einer Form von         
ADAM12-S, die nur aus der „disintegrin domain“, der „cysteine-rich domain“ und 
dem 34 Aminosäure langen carboxyterminalen Ende besteht. Diese Tumorzel-
len wurden in Mäuse injiziert und es zeigte sich, dass der gewachsene Tumor 
Muskelzellen enthielt. Diese Muskelzellen hatten sich nicht aus den Rhabdo-
myosarkomzellen differenziert, sondern waren in ihrem Ursprung der Maus zu-
zuordnen. Demzufolge zeigt dieses Mausmodell, dass ADAM12 bei der Mus-
kelzelldifferenzierung von Bedeutung sein muss. Galliano et al. konnte 2000 in 
einem Modell mit C2C12 Zellen zusätzlich zeigen, dass die Expression von    
ADAM12 kurz vor Beginn der Differenzierung von Myoblasten zu einem mehr-
kernigen Muskelsynzytium zunimmt. Er konnte weiterhin darstellen, dass      
ADAM12 an das für die Muskulatur spezifische α-Actinin-2 bindet und so eine 
Verbindung zum Zytoskelett herstellt. Anschließend konnte Cao et al. 2001 die 
Bindung von ADAM12 an α-Actinin-1 beweisen. Auch hierbei handelt es sich 
um ein Actin bindendes Protein, welches eine Verbindung zum Zytoskelett her-
stellt. Kronqvist et al. zeigte 2002 die Überexpression von ADAM12 in einem 
Mausmodell mit Dystrophinmangel. ADAM12 vermittelte hierbei die Verminde-
rung der Muskelzellnekrosen und unterstützte dadurch die Regeneration der 
Muskelfasern. Diese Ergebnisse geben Grund zu der Annahme, dass ADAM12 
eine Funktion bei der Regeneration von pathologisch veränderten Muskelfasern 
übernimmt.  
 
In einem anderen Mausmodell konnte ADAM12 in den Mesenchymzellen der 
frühen Entwicklungsstadien der Maus nachgewiesen werden. Diese Mesen-
chymzellen differenzierten sich später zu Myozyten der Skelettmuskulatur, 
Osteozyten der Knochen und Stromazellen der Visceralorgane [Kurisaki et al. 
1998]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass ADAM12 bei der Entwicklung 
von Osteoklasten und mehrkernigen Riesenzellen aus einkernigen Zellvorstufen 
involviert ist [Abe et al. 1999]. In einem weiteren Mausmodell konnte ADAM12 
in den Drüsenepithelzellen des Uterus während des gesamten östrogenen Zyk-
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lus nachgewiesen werden [Kim et al. 2005]. All diese Untersuchungen weisen 
auf die physiologische Funktion von ADAM12 im Rahmen von Zelladhäsions- 
und Zellfusionsvorgängen hin. 
 
Des Weiteren wurden drei verschiedene Mausmodelle mit Prostata-, Mamma-, 
und Colonkarzinom auf ADAM12 untersucht. Hier konnte ADAM12 in den Stro-
mazellen, die in direkter Nachbarschaft der Tumorzellen lagen, nachgewiesen 
werden. Dies lässt vermuten, dass es im Falle einer Fehlregulation der Expres-
sion der ADAMs zu abnorm verlaufende Zelladhäsions- oder Zellfusionsprozes-
sen kommen kann, wodurch wiederum unter Umständen Tumorwachstum und 
Metastasierung induziert werden könnten [Peduto et al. 2006]. 
 
Basierend auf den genannten Erkenntnissen über ADAM12 stellt sich nun die 
Frage, wie die Prozesse der Zelladhäsion und Zellfusion vermittelt werden. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Syndecane von Mesenchymzellen einen Re-
zeptor für die „cysteine-rich domain“ von ADAM12 darstellen. Es wird vermutet, 
dass hierüber zunächst die Zelladhäsion und anschließend über ein β1 Integrin 
die Zellausbreitung eingeleitet wird [Iba et al. 2000]. Es stellte sich heraus, dass 
es sich hierbei um das Syndecan 4 handelt, welches über die Aktivierung der 
Proteinkinase C α oder der RhoA GTPase, einem Mitglied der Ras Superfamilie 
und Regulator des Aktin Zytoskeletts, ein Signal zur β1 Integrin abhängigen 
Zellausbreitung und Zelladhäsion gibt [Thodeti et al. 2003]. Charrasse et al. 
zeigte 2006 außerdem, dass die RhoA GTPase die Expression von M-Cadherin 
vermindert. M-Cadherin ist jedoch ein für die Myogenese wichtiges Calcium-
abhängiges Zelladhäsionsmolekül. Aus diesem Grund wird die RhoA GTPase 
während der Myoblastenfusion vermindert exprimiert. Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass ADAM12 über seine „disintegrin domain“ an das α9β1 Integrin 
bindet und hierüber eine Zelladhäsion vermittelt [Thodeti et al. Juni 2005] In 
einer weiteren Studie wird die Bindung von   ADAM12 an die β3 Integrine der 
Zellmembran beschrieben. Diese Bindung erfolgt ebenfalls durch die „disin-
tegrin domain“ von ADAM12 und bewirkt über den Signalweg der RhoA GTPa-
se Zelladhäsionsprozesse und die Anordnung von Streßfilamenten [Thodeti et 
al. September 2005].  
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Im Folgenden soll eine Übersicht über die Gewebe geben werden, in denen 
ADAM12 bisher beim Menschen nachgewiesen werden konnte. Sowohl        
ADAM12-L als auch ADAM12-S wurde in menschlicher Plazenta aus dem 3. 
Trimester in den Trophoblasten und Synzytiotrophoblasten nachgewiesen [Gil-
pin et al. 1998, Ito et al. 2004]. ADAM12-S wurde ebenfalls im Serum von 
schwangeren Frauen, jedoch nicht in dem von nicht schwangeren festgestellt 
[Loechel et al. 2000]. Weiterhin wurde ADAM12-L mRNA beim Menschen im 
Gehirn in den Oligodendrozyten, im Skelettmuskel, im Herzmuskel und in der 
glatten Muskulatur von Dünn- und Dickdarm nachgewiesen [Bernstein et al. 
2004, Gilpin et al. 1998, Carl-McGrath et al. 2005, Fröhlich et al. 2006]. 
 
Mit Bezug auf die humanen malignen Krebserkrankungen wurde ADAM12 im 
Tumorgewebe und im Urin von Patienten mit Mammakarzinom und Harnbla-
senkarzinom festgestellt. Des Weiteren wurde ADAM12 in Magen- und Colon-
karcinomgewebe, im hepatozellulären Karzinom und in Lebermetastasen be-
schrieben [Kveiborg et al. 2005, Carl-McGrath et al. 2005, Fröhlich et al. 2006, 
Le Pabic et al. 2003]. Auch im Gewebe von neuroektodermalen Tumoren wie 
dem Glioblastom konnte ADAM12 nachgewiesen werden [Kodama et al. 2004]. 
Darüber hinaus wurde ADAM12 in mehrkernigen Riesenzellen und einkernigen 
Stromazellen im Bereich von Verletzungen des Kiefergelenkes und bei Riesen-
zelltumoren der langen Röhrenknochen festgestellt [Tian et al. 2002, Meng et 
al. 2005]. 
 
In all den gerade genannten Tumorgeweben konnte eine Überexpression von 
ADAM12 nachgewiesen werden. Daher vermutet man, dass ADAM12 aufgrund 
seiner Funktion bei Zelladhäsions- und Zellfusionsvorgängen auch eine Rolle 
bei der Tumorentstehung und Tumorprogression spielen könnte. Es konnte ge-
zeigt werden, dass ADAM12 über seine „cysteine-rich domain“ die Zelladhäsion 
in einer Reihe von Tumorzelllinien vermittelt [Iba et al. 1999].  
 
1.3.7 Substrate von ADAM12 
Man hat herausgefunden, dass ADAM12 nach der Stimulierung von Cardiomy-
ozyten durch G-Protein gekoppelte Rezeptoragonisten in der Lage ist, den He-
parin bindenden epidermal growth factor (HB-EGF) zu spalten und darauf fol-
gend den EGF-Rezeptor zu aktivieren. Die dadurch vermittelte Aktivierung von 
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Gewebewachstum führt am Herzen unter Umständen zur Muskelhypertrophie. 
Asakura et al. nutzte 2002 diese Erkenntnis, um in einem Mausmodell zu zei-
gen, dass durch die Hemmung von ADAM12 oder durch direkte Hemmung des 
EGF-Rezeptors eine Verminderung der Herzmuskelhypertrophie erzielt werden 
kann. Fedak et al. untersuchte daraufhin im Jahr 2006 menschliches Herzmus-
kelgewebe von Patienten mit Hypertrophischer Obstruktiver Cardiomyopathie 
(HOCM) oder Dilatativer Cardiomyopathie (DCM) auf die Expression von      
ADAM10, 12, 15 und 17. Er zeigte, dass es im Rahmen der DCM zu einer ver-
mehrten Expression von ADAM10 und 15 kommt, wohingegen ADAM12 im 
Rahmen der HOCM vermehrt exprimiert wird. ADAM17 wird sowohl bei der 
DCM als auch bei der HOCM überexprimiert. Diese Ergebnisse belegen, dass 
die ADAM12 Wirkung durch die Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie EGF 
und IGF-I im Zusammenhang mit Gewebewachstum zu sehen ist. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Überexpression von ADAM12 in menschlichem 
Herzmuskelgewebe zu einer Muskelzellhypertrophie im Bereich der Ventrikel 
mit nachfolgender HOCM führt. Weiterhin wird die gleichzeitige Existenz eines 
Tissue inhibitor of Metalloproteinase-3 (TIMP-3), welcher ein endogener Inhibi-
tor von ADAM10, 12 und 17 ist, beschrieben. Dies bedeutet, dass unter dessen 
Einfluss die entsprechenden ADAMs vermindert exprimiert werden und dadurch 
in ihrer Aktivität gehemmt werden. Folglich kann ein Ungleichgewicht von     
ADAM12 und TIMP-3 bei der Entstehung der HOCM von Bedeutung sein. 
 
Ein weiterer Bereich, in dem ADAM12 eine Rolle spielt, ist der TGFß (Trans-
forming Growth Factor ß) Signaltransduktionsweg. Atfi et al. fand 2007 heraus, 
dass ADAM12 an den TGFßII Rezeptor bindet und so den TGFß Signaltrans-
duktionsweg beeinflusst. Bei TGFβ handelt es sich um ein Zytokin, welches  
über die Bindung an den TGFβII Rezeptor (transmembranäre Se-
rin/Threoninkinase) die Rekrutierung und Phosphorylierung des TGFβI Rezep-
tors bewirkt. Dieser wiederum vermittelt die Phosphorylierung cytoplasmatisch 
liegender Smad-Proteine (Smad2 und Smad3). Deren Bindung an Smad 4 führt 
zur Translokation des Komplexes in den Nukleus, wo die Expression von TGFß 
Zielgenen eingeleitet wird. Auf dieses Weise kommt es über den TGFß 
Signaltransduktionsweg zur positiven Beeinflussung der Zellprolifferation und -
differenzierung von Mesenchym- und Epithelzellen [Löffler et al .2007]. Folglich 
könnte ADAM12 durch die Beeinflussung dieses TGFß Signaltransduktionswe-
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ges ebenfalls die Prolifferation und Differenzierung von Mesenchym- und Epi-
thelzellen beeinflussen. 
 
Ein zusätzliches Substrat von ADAM12 stellen die Insulin-ähnlichen Wachs-
tumsfaktoren (Insulin like Growth Factor, IGF) dar. Die IGFs sind besonders 
wichtige Faktoren für die prä- und postnatale Entwicklung und das embryonale 
und fetale Wachstum. Sie sind im Blut an so genannte IGF-Bindungsproteine 
(IGF-Binding Proteins, IGF-BP) gebunden [Rassow et al. 2006]. Bekannterma-
ßen steigert die Proteolyse von IGF-BP 3 die Bioverfügbarkeit von IGF [Blat et 
al. 1994]. Es wurde herausgefunden, dass unter anderem ADAM12-S für die 
Spaltung der IGF-Bindungsproteine 3 und 5 verantwortlich ist. Die Bindung von 
ADAM12-S an IGF-BP 3 und 5, bzw. die Spaltung von IGF-BP 3 und 5 durch 
ADAM12-S führt zu einer ansteigenden Bioverfügbarkeit von freiem IGF. Dies 
hat wiederum eine Gewebehypertrophie zur Folge [Loechel et al. 2000]. Auf 
diese Weise reguliert ADAM12-S das Aufkommen der Insulin-ähnlichen Wachs-
tumsfaktoren IGF I und II und nimmt dadurch Einfluss auf die embryonale Ent-
wicklung während der Schwangerschaft. Im Zusammenhang hiermit stehen 
Studien, die belegen, dass die ADAM12-S Konzentration im Serum von 
schwangeren Frauen während der gesamten Schwangerschaft unter normalen 
Bedingungen deutlich ansteigt. Die dadurch bedingte vermehrte Bereitstellung 
von IGF I und II nimmt Einfluss auf das fetale Wachstum während der Schwan-
gerschaft [Loechel et al. 2000, Laigaard et al. Juli 2005]. 
 
Bei Schwangeren, deren Kinder an Trisomie 21 erkrankten, wurde hingegen 
eine Abnahme der ADAM12 Konzentration im Serum festgestellt. Aus diesem 
Grund könnte ADAM12 einen möglichen mütterlichen Serummarker für Triso-
mie 21 darstellen [Laigaard et al. 2003]. In einer auf diesen Erkenntnissen auf-
bauenden Studie konnten ähnliche Ergebnisse für die Trisomie 18 beobachtet 
werden. Auch hier war die ADAM12-S Konzentration im Serum der Schwange-
ren, deren Kinder an Trisomie18 litten, während des ersten Trimesters vermin-
dert [Laigaard et al. 2005]. Aus einer dritten Studie geht außerdem hervor, dass 
die ADAM12 Serumkonzentration im ersten Trimester bei schwangeren Frauen, 
die im Verlauf ihrer Schwangerschaft eine Präeklampsie entwickelten, im Ver-
gleich zu denen, die keine Präeklampsie entwickelten, reduziert ist [Laigaard et 
al. Juli 2005]. Die Verminderung der ADAM12-S Konzentration kann nach dem 
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oben genannten Mechanismus eine Verminderung der Bioverfügbarkeit von 
IGF I und II verursachen. Dies wiederum könnte eventuell im Zusammenhang 
mit einer Plazentainsuffizienz und einer daraus resultierenden Präeklampsie 
stehen. 
 
Ein weiterer Bereich, in dem ADAM12 eine Rolle zu spielen scheint, ist die Re-
gulierung des Oxytocinspiegels während der Schwangerschaft. Es wird ange-
nommen, dass ADAM12 eine Funktion bei der Regulierung der so genannten 
Placental leucine aminopeptidase (P-LAP), auch Oxytocinase genannt, zu-
kommt. Die physiologische Bedeutung der Oxytocinase besteht in der Spaltung 
von Oxytocin. Das Verhältnis von Oxytocin zu Oxytocinase ist bei der Induktion 
der Wehentätigkeit von großer Bedeutung [Pschyrembel 1998]. In einem Ver-
such von Ito et al. im Jahre 2004 führte die Überexpression von ADAM12 zu 
einer vermehrten Ausschüttung der Oxytocinase. Auf diese Weise steht        
ADAM12 mit der Erniedrigung des Oxytocinspiegels währen der Schwanger-
schaft in Verbindung. 
 
All diese Erkenntnisse führen abschließend zu der Vermutung, dass ADAM12 
für das Plazentawachstum, das fetale Wachstum während der Schwangerschaft 
und den Erhalt einer intakten Schwangerschaft von großer Bedeutung ist. 
 
Die Publikation mit den Inhalten dieser Arbeit, geschrieben von Frau Dr. med. 
vet. Maria Kokozidou zur Einreichung bei „Annals of Anatomy“ ist in Bearbei-
tung. 
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2.  Material und Methoden 
 
2.1   Material 
 
2.1.1  Kits und Chemikalien 
Kits: 
- AEC (RED) Substrate Kit (Zymed Laboratories Inc., Ref. / Cat. No.: 00-2007) 
- Freund’s Adjuvant (Sigma, Bestellnr.: F-5881) 
- EGGstract® IgY Purification System (Promega, Cat. No.: G1531) 
- ProFection Mammalian Transfection System - Calcium Phosphate (Promega, 
Cat. No.: E1200) 
- Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Cat. No. 12263) 
- Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories: Reagent A, Cat. No.: 500-
0113; Reagent B, Cat. No.: 500-0114; Reagent C, Cat. No.: 500-011) 
- ECL Western blotting detection reagents and analysis system (Amersham 
Biosciences RPN2108) 
 
Chemikalien: 
- AA/Bis (Acrylamid-Bisacrylamid): Rotiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe, Art. 
Nr.: 3029.1 
- Essigsäure, Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: 6755.2 
- Glycin, Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: 3908.2 
- Milchpulver, Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: T145.2 
- Natriumchlorid, Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: 3957.2 
- TEMED (N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin), Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: 
2367.3 
- Tris Puffer, Roth, Karlsruhe, Art. Nr.: AE 15.2 
- Ampicillin, Sigma-Aldrich, Steinheim, Art. Nr.: A5354 
- BSA (Bovine Serum Albumin), Sigma-Aldrich, Steinheim, Art. Nr.: A7906 
- Chloroquine, Sigma-Aldrich, Steinheim, Art. Nr.: C-6628 
- Kollagen, Sigma-Aldrich, Steinheim, Art. Nr.: C8919 
- SDS (Sodium-Dodecylsulfat), Sigma, St. Louis, Art. Nr.: L-3771 
- Coomassie Brillant Blau, Merck, Darmstadt, Art. Nr.: 1.12553 
- Isopropanol, Merck, Darmstadt, Art. Nr.: 1.09634.2511 
- Mercaptoethanol, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Art. Nr.: 805740 
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- Natriumazid, Merck-Schuchrdt, Hohenbrunn, Art. Nr.: 822335 
- Pepton, Merck, Darmstadt, Lot: VM056013 
- Wasserstoffperoxid 30 %, Merck, Darmstadt 
- APS (Ammoniumpersulfat), BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Art. 
Nr.: 50404 
- Bromphenolblau, Pharmacia Biotech, Art. Nr.: 17-1329-01 
- Elution Buffer, Qiagen 
- PBS (Phosphate Buffered Saline), Dulbecco, Biochrom AG, Berlin, Cat. No.: 
L182-50 
- SeeBlue®Plus2, Invitrogen 
- Trypanblau 
- Tween 20, Serva, Heidelberg, Art. Nr.: 37470 
- Yeast Nitrogen Base, Fluka, Biochemika, Lot: 426731/1 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Reaktionsgefäß 1,5ml (Eppendorf, Hamburg) 
Falcon Röhrchen 50ml, 6 Well und 96 Well Platten, Kulturflaschen (Falcon) 
Sterile Filter (0,2 und 0,4 µm) 
PVDF-Membran (Roche), Whatmann-Filterpapier, UV-Film Kodak x-OMAT 
18x24 cm, Objektträger 
 
2.1.3 Sekundärantikörper 
a) ECL (enhanced Chemiluminescence) Anti Rabbit IgG, Horseradish Peroxi-
dase-linked whole Antibody (from Donkey), Amersham Bioscience, RPN 
2108 
b) Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Promega G289A 97967012 
c) Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Jackson Immunoresearch, Dianova 303-065-
003 
d) Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, Jackson Immunoresearch, Dianova 703-
065-155 
e) Streptavidin/HRP (Horseradish Peroxidase), DAKO, Glostup, Denmark, Ref. 
No.: P0397 
f) Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-conjugated Affini Pure Rabbit Anti 
Chicken IgY, Jackson Immunoresearch, Dianova 303-095-003 
g) Chicken IgY Control Immunglobulin, Promega G 1161 
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h) Polycklonal Swine Anti Rabbit Immunglobulin/Biotinylated, DAKO Denmark,  
 Ref. No.: E0353 
 
2.1.4 Medien, Puffer und Lösungen 
Medien für die Zellkultur 
D-MEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Ham): 
GIBCO, Invitrogen Corporation, Auckland NZ, Cat. No.: 12634-010 
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure): 
GIBCO, Invitrogen Corporation, Ref. No.: 154400054 
HBSS (Hanks`Balanced Salt Solution): 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Art. Nr.: H4891-1L 
HBS (HEPES Buffered Saline), 2M CaCl2, steriles H2O: ProFection Mammal-
ian Transfection System - Calcium Phosphate (Promega, Cat. No.: E1200) 
FCS (Fetal Bovine Serum): 
GIBCO, Invitrogen Corporation, Ref. No.: 160110-159 
 
Tab. 2.1: Medium für die E.coli Top10 Zellen 
LB (Luria-Bertani) Medium (pH 7,0) 
1% (w/v) Pepton 
0,5% (w/v) Yeast Nitrogen Base 
1% (w/v) NaCl 
gelöst in 1l Aqua bidest  
 
Tab. 2.2: Lösungen für die SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Trenngelpuffer (pH 8,8) bei 4° C 
181,71g Tris 
gelöst in 1l Aqua bidest 
Trenngel 12,5% 
5ml Trenngelpuffer 
8,33ml AA/BIS (30%) 
6,7ml Aqua bidest 
0,2ml SDS 
120µl APS 
10µl TEMED 
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Sammelgelpuffer (pH 6,8) bei 4° C 
60,57g Tris 
gelöst in 1l Aqua bidest 
Sammelgel 4% 
2,5ml Sammelgelpuffer 
1,32ml AA/BIS (30%) 
5,98ml Aqua bidest 
0,2ml SDS 
60µl APS 
20µl TEMED 
10 % SDS 
10g SDS 
gelöst in 100ml Aqua bidest 
10 % APS bei 4° C 
0,1g APS 
gelöst in 1ml Aqua bidest 
Probenpuffer (pH 6,8) bei -20° C 
4 % SDS 
20 % Glycerol 
10% beta-Mercaptoethanol 
Spatelspitze Bromphenolblau 
Elektrodenpuffer (pH 8,3 mit Tris/Glycin) bei 4° C 
3g/l 25 mM Tris 
14,4g/l 192 mM Glycin 
1 g/l 0,1% SDS 
Coomassie-Färbelösung 
0,1 %  Coomassie brillant blue 
12,5 % (125ml/l) Ethanol 
10 % (100ml/l) Essigsäure 
gelöst in Aqua bidest 
Coomassie-Entfärber 
12,5 % (125ml/l) Ethanol 
10% (100ml/l) Essigsäure 
gelöst in  Aqua bidest 
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Rapid-Log Puffer 
23ml Glycerin 87 % 
150ml Ethanol 
gelöst in 500ml Aqua bidest 
 
Tab. 2.3: Lösungen für den Western Blot 
Transferpuffer 
0,6g Tris 
2,9g Glycin 
20ml Methanol 
gelöst in 200ml Aqua bidest 
 
Tab. 2.4: Lösungen für die Immunreaktion 
TBS (Tris Buffered Saline) (pH 7,5) 
2,422g Tris 
8,18g NaCl 
gelöst in 1l Aqua bidest 
TBS-T (pH 7,5) 
 TBS 
0,1 % Tween 20 
Lösung 1, Lösung 2 
ECL Western blotting detection reagents and analysis system, 
Amersham Biosciences 
 
Tab. 2.5: Lösungen für die Immunhistochemie 
Tris (pH 7,6) 
6,1g Tris 
gelöst in 1l Aqua bidest 
Kaninchenserum bzw. Schweineserum 
19ml Lösung A + 1ml Kaninchenserum bzw.  
19ml Lösung A + 1ml Schweineserum 
Lösung A 
1ml Konzentrat I 
24 ml  Aqua bidest 
1,5g BSA 
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Konzentrat I (pH 7,6) 
15,1g Tris 
100 ml Aqua bidest 
2,44g Natriumazid 
 
Tab. 2.6: Lösungen für die Isolierung polyklonaler IgY Antikörper 
Lösung A, Lösung B 
(Polyethyleneglycol), Eggstract® IgY Purification System, 
Promega 
PBS (pH 7,4) 
9,55g PBS  
gelöst in 1l Aqua bidest 
 
2.1.5 Versuchstiere  
Insgesamt wurden 6 Hühner als Versuchstiere gehalten. Hierbei handelte es 
sich um die zwei weißen Hühner 45 und 50 und die drei braunen Hühner 47, 
48, 49. Das Huhn mit der Nummer 46 (weiß) verstarb vor Beginn der Versuchs-
reihe. 
 
2.1.6 Bakterienstämme / Zelllinien 
E.coli Top10 Zellen, Invitrogen 
293 HEK Zellen (Human embyonic kidney cells), Deutsche Sammlung von Mik-
roorganismen und Zellkulturen (DSMZ) 
 
2.1.7 Plasmid 
 
Abb. 2.1: pcDNA3, Invitrogen 
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2.1.8 Geräte 
Zentrifugen:    Beckman Zentrifuge Model J2-21, Rotor JA-14 
Hettich Zentrifuge Universal 32 R Typ 1610 
Eppendorf Zentrifuge 5417R 
Photometer:    Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro 
Fluoreszenz-Mikroskop: Leica, Kamera: Hitachi HV-L20A  
Cryostat: Cryotome Thermo Electron, Shandon SME (special 
motorised electronic) Version 
Waage:   Sartorius BL 1500 
Flow Bank: Steri Gard Class II Type A/B3 Biological safety cabi-
net, The Barder Company, Sanford, Maine 
Brutschrank:  Heraeus Instruments BBD 6220 
Elisa Reader 
Pipetten:   Eppendorf Reference bis 2,5ml 
Pipetus junior, Hirschmann Laborgeräte bis zu 10ml 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Immunisierung von Hühnern 
Die Herstellung der Immunogene und die Impfung der Hühner erfolgte durch 
Frau Dr. med. vet. Maria Kokozidou im Vorfeld dieser Arbeit. Hierfür wurde die 
cDNA Sequenz der ADAM12-L „metalloproteinase domain“ (Aminosäure 207 
bis Aminosäure 360), die cDNA Sequenz der ADAM12-L „disintegrin domain“ 
(Aminosäure 486 bis Aminosäure 587) und die cDNA Sequenz der „fusion pep-
tide like sequence“ (Aminosäure 579 bis Aminosäure 624) verwendet. Eine  
Übersicht über die Hühner und entsprechende Immunogene gibt Tab. 2.7. Für 
die Immunisierung wurde das Antigen in Complete bzw. Incomplete Freund’s 
Adjuvant gemischt. Das Adjuvant dient der Verstärkung der Immunantwort ge-
gen das Antigen. Bei der ersten Impfung wurde das Immunogen mit Complete 
Freund’s Adjuvant gemischt (200µg Protein, bzw. 0,5µg/ml ergänzt durch 500µl 
Freund’s Complete Adjuvant). Für die folgenden Impfungen wurde die halbe 
Dosis Immunogen (0,25µg/ml) mit 500µl Freund’s Incomplete Adjuvant ge-
mischt [Motoi et al. 2005]. Nach der Verdünnung im Eppendorfröhrchen (auf 
Eis) wurde das Protein mit Hilfe eines Ultraschallgerätes aus seiner natürlichen 
dreidimensionalen Form in seine lang gestreckte, entfaltete Form überführt. Die 
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Hühner wurden intramuskulär über dem Sternum geimpft. Insgesamt wurde 
jedes Huhn viermal geimpft. Zwischen den Impfungen lag ein Zeitintervall von 
jeweils vier Wochen. Die gelegten Eier wurden gesammelt und nach Huhn und 
Legedatum sortiert. Sie wurden im Kühlschrank bei 4° C gelagert. 
 
Tab. 2.7 
Huhn Nr. Immunogen 
45, 47 ADAM12-L-DL (disintegrin domain) 
48 ADAM12-L-M (metalloproteinase domain) 
49, 50 ADAM12-L-Fu (fusion peptide like sequence) 
 
2.2.2 Isolierung polyklonaler IgY Antikörper aus Hühnereigelb 
Diese Methode der IgY Isolierung beruht auf dem Prinzip der Lipoprotein Präzi-
pitation durch Polyethyleneglycol. Auf diese Weise werden die Lipoproteine aus 
dem Hühnereigelb vom IgY getrennt. Für die Isolierung des IgY aus dem Hüh-
nereigelb wurde das EGGstract® IgY Purification System von Promega (2.1.1) 
verwendet. Laut Herstellerangaben liegt die Reinheit des gewonnen IgY zwi-
schen 75-90%. Die IgY Konzentration beträgt circa 2-5mg/ml, bzw. pro Ei etwa 
40-80mg [EGGstract® IgY Purification System]. 
 
Die folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter der Flow Bank 
durchgeführt. Im Ersten Schritt wurden die Eier auf Raumtemperatur erwärmt 
und das Eigelb vom Eiweiß getrennt. Hierzu wurde der Dottersack mit einer 
Nadel vorsichtig eröffnet und nur das Eigelb durch eine vierlagige Mullkompres-
se in einen sterilen Becher filtriert. Das Gewicht des Bechers wurde im leeren 
und im gefüllten Zustand bestimmt. Die Differenz ergab das zu bestimmende 
Gewicht des Eigelbs. Man geht davon aus, dass ein g Eigelb einem ml der Lö-
sung A (Tab. 2.6) entspricht. Nun wurde das Eigelb mit dem dreifachen an Vo-
lumen der Lösung A gemischt (z.B. 150ml der Lösung A bei einem Eigelbge-
wicht von 50g). Das Gemisch wurde für 5 Min. gerührt und anschließend zentri-
fugiert (10 Min., 10000x g, 4° C). Der Überstand wu rde erneut durch eine Mull-
kompresse in einen sauberen, sterilen Becher filtriert und sein Volumen mit Hil-
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fe einer Pipette bestimmt. Daraufhin wurde ⅓ des Volumens des Überstandes 
von der Lösung B (Tab. 2.6) hinzugefügt (z.B. 50ml der Lösung B bei einer   
Überstandsmenge von 150ml). Das Gemisch wurde erneut 5 Min. gerührt und 
anschließend zentrifugiert (10 Min., 10000x g, 4° C ). Der Überstand wurde ver-
worfen und das entstandene IgY Pellet in PBS (Tab. 2.6) + Natriumazid (0,01%) 
resuspendiert. Das Volumen des hinzugefügten PBS + Natriumazid (0,01%) 
entspricht dem Originalvolumen des Eigelbs. (z.B. 50ml PBS + Natriumazid 
(0,01%) bei einem Eigelbvolumen von 50ml) [EGGstract IgY Purification Sys-
tem]. Um das IgY Pellet zu resuspendieren wurde das Gemisch gevortext. Ab-
schließend wurde die Lösung zuerst durch einen Filter mit einem Porendurch-
messer von 0,4µm und danach durch einen Filter mit einem Porendurchmesser 
von 0,2µm steril filtriert. Die Proben wurden bei -20° C gelagert. Eine Übersicht 
über die aus den verschiedenen Hühnereiern isolierten polyklonalen IgY Anti-
körper (Proben Nr.) und die entsprechenden Immunogene gibt die Tab. 2.8. 
 
Tab. 2.8: Aus Hühnereigelb isolierte polyklonale IgY Antikörper (Proben Nr.) 
IgY 
(Proben Nr.) Huhn Nr. Ei Nr. Immunogen Status 
45.1 45 1  präimmun 
45.3 
45.4 45 
3 
4 
ADAM12-L-DL 
(disintegrin domain) immun 
47.1 
47.2 47 
1 
2 
ADAM12-L-DL 
(disintegrin domain) immun 
48.1 
48.2 48 
1 
2 
ADAM12-L-M 
(metalloproteinase domain) immun 
49.1 
49.2 
49.3 
49 
1 
2 
3 
ADAM12-L-Fu 
(fusion peptide like sequence) immun 
50.1 
50.2 
50.4 
50 
1 
2 
4 
ADAM12-L-Fu 
(fusion peptide like sequence) immun 
 
2.2.3 Konzentrationsbestimmung des IgY 
Die Konzentrationsbestimmung der IgY Proteinlösungen erfolgte nach Lowry 
unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assay (2.1.1). Um eine Standard Eich-
kurve zu erhalten, wurde zunächst eine Verdünnungsreihe bestehend aus dem 
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Standard (1,5mg/ml BSA in PBS, pH: 7,2-7,4) und Aqua bidest angesetzt (Tab. 
2.9). Des Weiteren wurde anschließend eine Verdünnungsreihe für die Proben 
angesetzt (Tab. 2.10). Abschließend erfolgte die Belegung der 96 Well Mikroti-
terplatte wie in Abb. 2.2 gezeigt. Hierzu wurden als erstes 5µl Probe, Standard 
oder Leerwert in das entsprechende Well pipetiert. Darauf folgten als zweites 
25µl Reagens A und als drittes 200µl Reagens B des Bio-Rad Protein Assay 
(2.1.1). 
 
Tab. 2.9: Verdünnungsreihe für die Standard Eichkurve 
Volumen Standard [µl] Aqua bidest [µl] Proteinkonzentration [µg/ml] 
2 98 30 
5 95 75 
10 90 150 
20 80 300 
30 70 450 
40 60 600 
60 40 900 
100 0 1500 
0 100 0 
 
Tab. 2.10: Verdünnungsreihe für die Proben 
Probe [µl] Aqua bidest [µl] Verdünnung 
10 40 1:5 
10 90 1:10 
10 (aus 1:5) 90 1:50 
10 (aus 1:10 90 1:100 
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LW = Leerwert; unv. = unverdünnt 
Abb. 2.2: Belegungsplan der Mikrotiterplatte 
 
Die Mikrotiterplatte wurde nun für 15 Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur 
inkubiert und abschließend die Extinktion im ELISA-Reader gemessen. Vor der 
Messung wird die Platte für ca. 15 Sekunden geschüttelt. Die Messwellenlänge 
beträgt 750 nm ohne Referenzwellenlänge. 
 
2.2.4. E.coli Kultur 
Die Transformation der E.coli Bakterien erfolgte durch Frau Dr. med. vet. Maria 
Kokozidou. Im Anschluss daran wurden die E.coli Bakterien auf einem Agar-
Nährboden angezüchtet. Als Vorbereitung für die Plasmidpräparation wurde 
eine Kolonie der E.coli Zellen von der Agar-Platte genommen und in 2-5ml LB 
Medium (Tab. 2.1) plus Ampicillin (50µg/ml) gegeben. Unter Schütteln wurde 
diese Suspension bei 37° C für 8h inkubiert. Das tr ansformierte Plasmid enthält 
ein Ampicillin-Resistenzgen. Da das Medium Ampicillin enthält, kommt es so zu 
einer Selektion der erfolgreich transformierten E.coli Bakterien. Diese Kultur 
wurde nun 1:500 bis 1:1000 in LB Medium verdünnt und erneut für 12-16h bei 
37° C geschüttelt. Abschließend wurde die Suspensio n zentrifugiert (15 Min., 
6000x g, 4° C), um auf diese Weise das Bakterienpel let zu erhalten. 
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2.2.5 Plasmidpräparation aus E.coli Top10 Zellen 
Um das Plasmid aus den E.coli Zellen zu isolieren wurde das Plasmid Maxi Kit 
der Firma Qiagen (2.1.1) verwendet. Das Prinzip der Plasmidpräparation beruht 
darauf, die Zellwand der E.coli Bakterien alkalisch zu lysieren und anschließend 
die frei gewordene Plasmid DNA von allen anderen überflüssigen Zellbestand-
teilen (RNA, Proteine) zu trennen. Darauf folgend wird die Plasmid DNA zu-
nächst über Anionenaustauschharze unter den nötigen pH Bedingungen an 
eine Säule gebunden und die restlichen Zellbestandteile mittels entsprechender 
Puffer entfernt. Abschließend wird die Plasmid DNA von der Säule abgelöst und 
mittels Isopropanol präzipitiert. 
 
Das Bakterienpellet aus 2.2.4 wurde in 10ml Puffer P1 (bei 4° C gelagert) re-
suspendiert. Nun wurden 10ml Puffer P2 (Lysepuffer) hinzugegeben und das 
Ganze durch langsames Wenden des Röhrchens leicht gemischt. Anschließend 
wurde das Gemisch für 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischen-
zeit wurde der QIA-Filter vorbereitet. Nun wurden zu der Lösung 10ml gekühlter 
Puffer P3 (Neutralisationspuffer) hinzugegeben und das Ganze sofort wieder 
durch leichtes Wenden des Röhrchens gemischt. Das Lysat wurde dann in den 
QIA-Filter überführt und für 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit 
erfolgte die pH Einstellung des QIAGEN Tipp 500 durch die Zugabe von 10ml 
QBT Puffer (Equilibrationspuffer), welchen man entlang der Säule laufen ließ. 
Anschließend wurde der Stopfen auf den QIA-Filter gegeben und das Zelllysat 
in den zuvor equilibrierten QIAGEN Tipp 500 filtriert. Der QIAGEN Tipp 500 
wurde zweimal mit 30ml QC Puffer (Waschpuffer) gewaschen und anschlie-
ßend die DNA mit 15ml QF Puffer (Auswaschpuffer) gelöst und aufgefangen. 
Unter Zugabe von 10,5ml Isopropanol wurde die DNA präzipitiert und anschlie-
ßend die Lösung erneut zentrifugiert (30 Min., 15000x g, 4° C). Hierbei ist es 
wichtig schon vor dem zentrifugieren auf dem Röhrchen den Ort zu markieren, 
wo sich das Pellet später befinden wird, da es nur schwer sichtbar sein wird. 
Der Überstand wurde nun abgegossen, das DNA Pellet mit 5ml Ethanol (70%) 
übergossen und erneut zentrifugiert (10 Min., 15000x g).Ohne das Pellet zu 
lösen wurde nun vorsichtig der Überstand abgegossen und das Pellet solange 
luftgetrocknet, bis auch das restliche Ethanol verflogen war. Das DNA Pellet 
wurde in 500µl EB Puffer (Elution Buffer) gelöst, und in ein Eppendorf Röhrchen 
überführt. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch bei 
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260nm. Die Lagerung der sich in Lösung befindlichen ADAM12 Plasmid DNA 
erfolgte bei -20° C [QIAfilter Handbook, 2005]. 
 
2.2.6 Transfektion von 293 HEK Zellen – Kalziumphosphat-Kopräzipi-
tationsmethode 
Die Transfektion dient der Überführung der ADAM12 DNA in eukaryotische Zel-
len. In diesem Fall wurden 293 HEK Zellen in Zellkultur verwendet. Bei der Me-
thode kommt es durch die Mischung von Kalziumchlorid mit Phosphat zur Aus-
fällung von Kalziumphosphat. Da auch die DNA Phosphatgruppen enthält, 
kommt es zur Kopräzipititation der DNA. Das präzipitierte Kalziumphosphat und 
die kopräzipitierte DNA werden mittels Endozytose in die 293 HEK Zellen auf-
genommen [Rassow et al. 2006]. In der Zelle erhofft man sich den Transport 
der DNA in den Zellkern und die dortige Replikation, Transkription und Transla-
tion. Auf diese Weise würde es zur Expression der ADAM12 Proteinstrukturen 
kommen. 
 
Zur Vorbereitung der Transfektion wurden am Vortag die benötigten 6-Well 
Platten mit Kollagen beschichtet. Hierfür verwendet man 1,5 ml Kollagen, wel-
ches nacheinander von Well zu Well pipetiert wird.  
 
Am nächsten Tag wurden die 293 HEK Zellen mittels Trypsin von ihrer Unterla-
ge abgelöst und für 10 Minuten bei 37° C inkubiert.  Anschließend werden die 
Zellen in DMEM + 5% FCS resuspendiert und in ein Falkon Röhrchen überführt. 
Die Zellzahl wird mittels Auszählen bestimmt. Hierfür wurden 20µl Zellmedium 
mit 20µl Trypanblau gemischt und die lebenden Zellen mit Hilfe einer Neubauer 
Kammer unter dem Mikroskop gezählt. Die Zellen sind auf eine Dichte von 80% 
oder 200.000 Zellen pro Well ausgesät worden. Das entsprechende Volumen 
an Zellmedium wurde auf die Kollagenbeschichteten 6-Well Platten gebracht 
und pro Well wurden 2ml DMEM (F12 frisches Medium+FCS) und tropfenweise 
20µl Chloroquine hinzugefügt. Die Transfektion wurde mit Hilfe des Transfekti-
onskits (2.1.1) durchgeführt. Die 6-Well Mikrotiterplatte für die Transfektion 
wurde wie in Abb. 2.3 belegt. Im 1. Well befand sich die Positiv-Kontrolle aus 
9/10 pcDNA3.ADAM12-S Plasmid DNA + 1/10 GFP (green fluorescent protein) 
Vector DNA, im 2.-5. Well nur pcDNA3.ADAM12-S Plasmid DNA und im 6. Well 
als Negativ-Kontrolle nur H2O.  
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Abb. 2.3: Belegungsplan der 6-Well Platte 
 
Nun wurde der Transfektionsmix 1 und 2 wie folgt angesetzt (Tab. 2.11). 
 
Tab. 2.11: Transfektionsmix 1 und 2 
Mix 1 (für 1 Well der 6 Well Platte) 
7µg (x µl) Plasmid DNA 
18,5µl 2M CaCl2 
131,5 – x µl Steriles H2O 
Mix 2 
150µl 2x HBS 
 
Der Mix 1 wurde unter ständigem vortexen langsam in den Mix 2 getropft. Nun 
wurde der Transfektionsmix nochmals gemischt und anschließend tropfenweise 
300µl pro Well auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden zusammen mit dem 
Transfektionsmix für 4h bei 37° C inkubiert. Danach  wurde der Transfektionsmix 
entfernt, DMEM + FCS hinzugegeben und über Nacht inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurde das Medium + FCS abgesaugt und 2x mit HBSS gewaschen. 
Nun wurde auf jedes Well 2ml DMEM ohne FCS gegeben und erneut bei 37° C 
über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag beurteilt man die Autofluorszenz der 
zusätzlich mit GFP Vektor transfizierten Zellen unter dem Fluoreszenz Mikro-
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skop um zu sehen, ob die Transfektion erfolgreich verlaufen ist. Die Transfekti-
onsrate sollte circa bei 70% liegen. Anschließend wurde der Überstand, in dem 
nun das Protein enthalten sein soll, abgesaugt und doppelt soviel an Volumen 
von eisgekühltem Aceton hinzugefügt. Dies wurde für 1h bei -20° C gelagert. 
 
2.2.7 Proteinaufreinigung 
Hierfür wurden 2ml des Protein-Aceton Gemisches aus 2.2.6 in ein Eppendorf 
Röhrchen überführt und zentrifugiert (10 Min., 13000 rpm, 4° C). Anschließend 
wurde der Überstand abgesaugt und verworfen. Die beschriebenen Schritte 
wurden so lange wiederholt, bis das Protein-Aceton Gemisch aufgebraucht war. 
Das entstandene Pellet wurde luftgetrocknet. Anschließend wurden 5µl steriles 
H20 pro ml des Originalüberstandes aus der Transfektion hinzugefügt. 
 
2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit ADAM12-S 
Mittels der SDS-PAGE (Sodium - Dodecylsulfat - Polyacrylamid - Gele-
lektrophorese) können Proteine detektiert und nach ihrer Molekülmasse aufge-
trennt werden. Hierzu bindet das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) 
an das Protein und verleiht ihm so eine negative Ladung. Als Folge wandert das 
Protein im Polyacrylamidgel von der Kathode zur Anode und wird dabei ent-
sprechend seiner Molekülmasse aufgetrennt. Abschließend können die Protei-
ne mittels Coomassie-Färbelösung auf dem Polyacrylamidgel sichtbar gemacht 
werden [Löffler et al. 1998]. Mit Hilfe dieser Methode sollte es nun möglich sein, 
ADAM12-S nachzuweisen und seiner Molekülmasse nach aufzutrennen. 
 
Die Gele für die SDS-PAGE wurden in Form eines 12,5%igen Trenngels und 
eines 4%igen Sammelgels (Tab. 2.2) vorbereitet. Hierfür wurde zunächst die 
Lösung für das Trenngel in die aus zwei Glasplatten bestehende Gelkammer 
gegossen und gegen das Austrocknen mit Isopropanol überschichtet. Die Po-
lymerisation des Gels dauerte ca. eine Stunde. Anschließend wurde das       
Isopropanol abgegossen und die Gelkammer mit dem Sammelgel aufgefüllt. 
Direkt im Anschluss daran wurde der Kamm in das Sammelgel eingesetzt und 
erneut die Polymerisation (ca. 30 Min.) abgewartet. 
 
Die Elektrophoresekammer wurde mit Elektrodenpuffer (Tab. 2.2) gefüllt und 
das Gel in die Kammer gestellt. Zum Befüllen der Geltaschen wurde der Kamm 
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entfernt. Je nach Art des Kammes waren entweder 10 Geltaschen mit einem 
Füllungsvolumen à je maximal 10µl oder eine Geltasche à 10µl und eine große 
Geltasche à 200µl entstanden. Bei den verwendeten Proben handelte es sich 
um das aufgereinigte ADAM12-S aus 2.2.7. Die Proben wurden 1:1 mit Pro-
benpuffer (Tab.2.2) verdünnt, kurz anzentrifugiert und dann für 5 Min. bei 95° C 
erhitzt. Dadurch wurden die Proteine denaturiert. Dann kamen die Proben für 5 
Min. auf Eis und wurden anschließend bei 1350xg für 3 Min. zentrifugiert. Nun 
wurden die Proben in die vorgefertigten Geltaschen pipetiert. In die erste Gelt-
asche wurden 10µl des Proteinmarkers SeeBlue®Plus2 (2.1.1) pipetiert. Nach 
Anschluss der Elektrophoresekammer an den Power Supply wurde die Strom-
stärke über dem Sammelgel bei 15mA/Gel und über dem Trenngel bei 
30mA/Gel angelegt und die Spannung voll aufgedreht. Dabei ist es wichtig die 
Elektrophorese rechtzeitig zu beenden, bevor die aufgetragenen Proben am 
Unterrand der Gelkammer herauslaufen. Abschließend konnte das Gel aus der 
Gelkammer gelöst werden. Das Sammelgel wurde verworfen und das Trenngel 
für den folgenden Western Blot verwendet. 
 
2.2.9 Western Blot 
Das mittels Gelelektrophorese aufgetrennte ADAM12-S wurde nun unter Ver-
wendung von Whatmann-Filterpapier von dem Trenngel auf eine PVDF-
Membran übertragen. Hierfür wurde die PVDF-Membran zunächst mit Methanol 
befeuchtet und in Aqua bidest gewaschen. Anschließend wurden das Filterpa-
pier und die PVDF-Membran in Transferpuffer (Tab. 2.3) eingeweicht. 
 
Auf das Blot-Gerät wurden nun von unten nach oben nacheinander 3 Lagen 
Whatmann-Filterpapier, die PVDF-Membran, das Gel und zum Schluss noch-
mals 3 Lagen Whatmann-Filterpapier gelegt. Die Kammer wurde für 1h bei ei-
ner Stromstärke von 100mA angeschlossen. Durch die Wirkung des elektri-
schen Feldes wandern die Proteine von dem Gel auf die Membran und bleiben 
auf dieser haften. 
 
2.2.10 Coomassie Gelfärbung 
Nach dem Western Blot wurde das Trenngel für ca. eine Stunde in Coomassie 
Färbelösung (Tab. 2.2) und anschließend für 30 Min. unter Schüttelbewegun-
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gen in Coomassie Entfärber (Tab. 2.2) gelegt. Abschließend wurde das Gel in 
Rapid-Log Puffer (Tab. 2.2) eingelegt und in Cellophan Folie getrocknet. 
 
2.2.11 Immunreaktion 
Auf der mittels Western Blot angefertigten Membran befindet sich nun das zu-
vor aufgetrennte ADAM12-S. Der Nachweis des Proteins erfolgte mit Hilfe spe-
zifischer primärer und sekundärer Antikörper und der daraus entstehenden An-
tigen-Antikörper Bindung. 
 
Als primäre Antikörper wurden die in 2.2.2 isolierten polyklonalen IgY Antikörper 
gegen die verschiedenen Domänen von ADAM12-S verwendet. Hierbei handel-
te es sich demzufolge um die polyklonalen IgY Antikörper der Proben Nr. 45.3, 
45.4, 47.1 und 47.2, gerichtet gegen die „disintegrin domain“, Proben Nr. 48.1 
und 48.2 gerichtet gegen die „metalloproteinase domain“ und Proben Nr. 49.1, 
49.2, 49.3, 50.1, 50.2 und 50.4 gerichtet gegen die „fusion peptide like sequen-
ce“ von ADAM12-S. 
 
Als weitere Primärantikörper wurden zudem polyklonale IgG Antikörper aus Ka-
ninchenserum verwendet. Zur Gewinnung dieser IgG Antikörper waren zwei 
Kaninchen durch die Firma Eurogentec in Belgien mit 2 verschiedenen Immu-
nogenen von ADAM12 geimpft worden. Das Kaninchen 4457 wurde gegen die 
ADAM12 „disintegrin domain“ und das Kaninchen 4458 gegen die ADAM12 
„metalloproteinase domain“ immunisiert. Die aus dem Kaninchenserum gewon-
nenen IgG Antikörper werden im Folgenden dementsprechend als Kaninchen-
serumantikörper 4457 und 4458 bezeichnet. 
 
Für die Positiv-Kontrolle der Primärantikörper wurden die Antikörper rb122 und 
rb116 verwendet. Hierbei handelt es sich um die freundliche Leihgabe von Frau 
Prof. Ulla M. Wewer vom Institut für Molekulare Pathologie der Universität Ko-
penhagen. Der rb122 Antikörper ist ein polyklonaler Antikörper aus Kaninchen-
serum, der gegen die „cysteine-rich domain“ von ADAM12 gerichtet ist [Kawa-
guchi et al. 2002, Sundberg et al. 2004]. Der rb116 Antikörper ist ein polyklona-
ler Antikörper gerichtet gegen das carboxyterminale Ende von ADAM12-S 
[Fröhlich et al. 2006]. Diese beiden Antikörper wurden bisher in vielen Western 
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Blot Immunreaktionen verwendet und haben sich als spezifisch zum Nachweis 
von ADAM12 gezeigt. 
 
Als Negativ-Kontrolle für die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb wur-
de ein Ei des Huhns 45 vor der Immunisierung gesammelt. Das hieraus isolierte 
IgY (Probe 45.1) entspricht dem Antikörperstatus des Huhns vor der Immunisie-
rung gegen ADAM12 (präimmun). Bei den restlichen Hühnern gelang es leider 
nicht, ein Ei vor der Immunisierung zu sammeln, da sie zu dem Zeitpunkt keine 
Eier legten. Aus diesem Grund wurde als weitere Negativ-Kontrolle ein gekauf-
tes Chicken IgY Control Immunglobulin (2.1.3 g) als Primärantikörper verwen-
det. 
 
Als Negativ-Kontrolle für die polyklonalen IgG Kaninchenserumantikörper 4457 
und 4458 wurde das Präimmunserum der entsprechenden Kaninchen verwen-
det.  
 
Im Folgenden wurden bei diesem Versuch insgesamt vier verschiedene sekun-
däre Antikörper verwendet. Hierbei handelte es sich um die Sekundärantikörper 
ECL Anti Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-linked whole Antibody (from 
Donkey) (2.1.3 a), Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Promega (2.1.3 b), Rabbit 
Anti Chicken IgY-Biotin, Dianova (2.1.3 c) und Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova (2.1.3 d). 
 
Das Prinzip der Immunreaktion beruht darauf, dass es zunächst zu einer Bin-
dung des primären Antikörpers an die für ihn spezifische Proteindomäne von 
ADAM12-S auf der Membran kommt. Anschließend bindet der Sekundäranti-
körper an das Fc-Fragment des Primärantikörpers. Der sekundäre Antikörper ist 
entweder mit Biotin oder mit HRP (Horseradish Peroxidase) konjugiert. Bei der 
Verwendung biotinylierter Sekundärantikörper (2.1.3 b-d) bindet in einem weite-
ren Arbeitsschritt HRP-markiertes Streptavidin (2.1.3 e) aufgrund seiner hohen 
Affinität an das Biotin. Unter Anwendung des bereits mit Peroxidase konjugier-
ten Sekundärantikörpers (2.1.3 a) kann auf die anschließende Verwendung von 
Streptavidin verzichtet werden. 
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Als nächstes folgt die Chemilumineszenz Reaktion, die mit Hilfe des ECL Wes-
tern blotting detection and analysis system (2.1.1) durchgeführt wurde. Hierbei 
kommt es durch die Verbindung der Peroxidase (HRP) mit ihrem Substrat Was-
serstoffperoxid zur Oxidation von Luminol. Dies löst die Chemilumineszenz Re-
aktion aus. Hierunter versteht man die Emission von Lichtstrahlen, die wieder-
um eine unterschiedliche Belichtung des UV-Films bewirkt. Durch den Zusatz 
bestimmter Chemikalien (Phenole) kann die Lichtreaktion noch verstärkt wer-
den. Die beschriebenen Vorgänge sind in der Abb. 2.4 dargestellt [ECL Wes-
tern blotting Instructions].  
 
 
Abb. 2.4: Schritte der Immunreaktion [ECL Western blotting Instructions] 
 
Die folgenden Arbeitsschemata sollen die Arbeitsschritte während der Immun-
reaktion näher beschreiben. 
 
Arbeitsschema für die polyklonalen IgY Antikörper als Primärantikörper: 
1) Waschschritt: Membran kurz in Methanol tränken und zweimal in H20 
waschen 
2) Blockierung: 4% Milchpulver in TBST (Tab. 2.4) über 30 Minuten inkubie-
ren 
3) Waschschritt: 2x 3 Minuten in TBST, dann 1x 1 Minute in TBS (Tab. 2.4) 
4) Primärantikörper (Tab. 2.12) über 30 Minuten bei RT inkubieren  
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Tab. 2.12 
Primärantikörper Verdünnungen 
Polyklonale IgY Antikörper 
aus Hühnereigelb 
1:1000 in 0,5% Milchpulver in TBST oder 
10000-30000ng/ml in 0,5% Milchpulver in 
TBST 
 
5) Waschschritt: 3x 3 Minuten in TBST (Tab. 2.4) 
6) Sekundärantikörper (Tab. 2.13) über 30 Minuten bei RT inkubieren  
 
Tab. 2.13 
Sekundärantikörper Verdünnungen 
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Promega (2.1.3 b) 1:2000 in TBST 
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Dianova (2.1.3 c) 
Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, Dianova (2.1.3 d) 
1:5000 oder 1:10000 in 
TBST 
 
7) Waschschritt: 2x 3 Minuten in TBST und 1x 3 Minuten in TBS waschen  
8) Streptavidin (2.1.3e) 1:15000 in TBST über 30 Minuten bei RT inkubieren 
9) Waschschritt: kurz mit VeH2O (demineralisiertes Wasser) abwaschen, 
dann 6x 2 Minuten in TBST waschen 
10) Chemilumineszenz: Zur Detektion wurde ein Gemisch aus 2ml Lösung 1 
und 2ml Lösung 2 (Tab. 2.4) hergestellt. Das erstellte Volumen sollte die 
Membran ganz bedecken. Es wurde eine Röntgenfilmkassette mit Saran 
Wrap ausgelegt. An die Ecken der Membran wurde ein saugfähiges Tuch 
gehalten und so der überschüssige Waschpuffer entfernt. Dann wurde die 
Membran mit der Proteinseite nach oben auf den Saran Wrap gelegt. Das 
gemischte Detektionsreagenz wurde auf die Membran gegeben und für ei-
ne Minute inkubiert. Nun wurde die Filmkassette mit der Membran schräg 
gehalten und das Detektionsreagenz an der Unterkante mit Hilfe eines 
Cellulosetuchs abgesaugt. Das Saran Wrap wurde über die Vorderseite 
der Membran gelegt (Blasenbildung vermeiden) und an den Seiten mit Te-
safilm befestigt. Die Filmkassette wurde geschlossen und erst in der Dun-
kelkammer wurde ein Röntgenfilm in die Kassette eingelegt (Belichtung 
vermeiden). Die Inkubationszeit betrug 1-15 Minuten. Für die Entwicklung 
des Films wurde dieser für je 2-3 Minuten zuerst in Entwickler, dann in Fi-
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xierer und abschließend in Wasser gebadet. Der Film wurde an der Luft 
getrocknet. 
 
Arbeitsschema für die Kaninchenserumantikörper als Primärantikörper: 
Die Immunreaktionen mit den Kaninchenserumantikörpern 4457, 4458, rb 122 
und rb116 wurden durch die MTA’s des Institut für Anatomie und Zellbiologie im 
Rahmen der Arbeiten von Frau Dr. med. vet. Maria Kokozidou durchgeführt. 
 
Die Arbeitsschritte 1-3 wurden wie bereits oben beschrieben durchgeführt. 
4) Primärantikörper (Tab. 2.14) über 30 Minuten bei RT inkubieren  
 
Tab. 2.14 
Primärantikörper Verdünnungen 
Polyklonale IgG Kaninchenserumanti-
körper 4457 und 4458, rb 122, rb 116 
1:1000, 1:2000 und 1:3000 in 0,5% 
Milchpulver in TBST 
 
5) Waschschritt: 3x 3 Minuten in TBST (Tab. 2.4) 
6) Sekundärantikörper (Tab. 2.15) über 30 Minuten bei RT inkubieren  
 
Tab. 2.15 
Sekundärantikörper Verdünnung 
ECL Anti Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-
linked whole Antibody (from Donkey) (2.1.3 a) 1:15000 in TBST 
 
7) Waschschritt: kurz mit VeH2O (demineralisiertes Wasser) abwaschen, 
dann 6x 2 Minuten in TBST waschen 
8) Chemilumineszenz 
 
2.2.12 Anfertigung von Paraffinschnitten 
Es wurden Paraffinschnitte in einer Dicke von 5µm aus Gewebeblöcken von 
junger Plazenta aus dem 1. Trimester und reifer Plazenta aus dem 3. Trimester 
mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt. Diese wurden vom Wasserbad aus auf 
unbeschichtete Objektträger gezogen und anschließend über Nacht im Brut-
schrank bei 37° C getrocknet.  
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2.2.13 Immunhistochemie an Paraffinschnitten 
Mittels der Immunhistochemie an Paraffinschnitten galt es zu überprüfen, ob die 
polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb (2.2.2) und der polyklonale IgG 
Kaninchenserumantikörper 4457 als Primärantikörper an das in den Synzyti-
otrophoblasten der Plazentazotten nachgewiesene ADAM12 binden und damit 
ihre Spezifität für ADAM12 unter Beweis stellen. Die Detektion der polyklonalen 
IgY Antikörper aus Hühnereigelb und der polyklonalen IgG Kaninchenseruman-
tikörper sollte mittels der Streptavidin/HRP-Biotin Reaktion erfolgen. Die ab-
schließende Farbreaktion wurde mit Hilfe des AEC (Red) Substrate Kit (2.1.1) 
erzeugt. Hierbei wird das Substrat AEC durch die Peroxidase in einen roten 
Farbkomplex umgewandelt. Je nach Intensität und Lokalisation des roten Farb-
komplexes können Rückschlüsse auf die Lokalisation von ADAM12 gezogen 
werden. 
 
Als Positiv-Kontrolle der Primärantikörper wurden auch hier die Antikörper 
rb122 und rb116 verwendet. 
 
Als Negativ-Kontrolle für die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb wur-
de die präimmune Probe 45.1 und das Chicken IgY Control Immunglobulin 
(2.1.3 g) verwendet. Als Negativ-Kontrolle der Kaninchenserumantikörper wur-
de das Präimmunserum verwendet. 
 
Arbeitsschema für die polyklonalen IgY Antikörper als Primärantikörper: 
1) Entparaffinierung der Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe: 
 a) 2x 10 Minuten in Xylol 
 b) 1x 5 Minuten in Isopropanol 
 c) 2x 5 Minuten in 100 % Ethanol 
 d) 1x 15 Minuten in 3 % H2O2 in Methanol 
2) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
3) Blockierung: folgende unterschiedlichen Lösungen für 20 Minuten bei RT 
in der feuchten Kammer inkubieren 
 1-4% BSA/Milchpulver in Tris (Tab. 2.5) 
 Kaninchenserum (Tab. 2.5) 
 1-4% BSA/Milchpulver/Gelatine in 0,1-3% Tween in Tris (Tab. 2.5) 
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4) Primärantikörper (Tab. 2.16) 1h bei RT oder über Nacht bei 4° C in der 
feuchten Kammer inkubieren 
 
Tab. 2.16 
Primärantikörper Verdünnungen 
1:50-1:1000 in 1,5% Gelatine in 0,1% Tween in Tris 
1:100 in 0,3-1,2% BSA/Milchpulver in Tris 
1:100 in Kaninchenserum 
Polyklonaler IgY 
Antikörper aus 
Hühnereigelb, 
Probe Nr. 50.2 
immun  1:100 in 0,3-4% BSA/Milchpulver in 0,1-3% Tween in Tris 
Polyklonaler IgY 
Antikörper aus 
Hühnereigelb, 
Probe Nr. 45.1 
präimmun 
1:100 in 1-4% BSA in 0,2-3% Tween in Tris 
 
5) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
6) Sekundärantikörper: Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Promega (2.1.3 b) 
1:500 in 0,5% Gelatine in 0,1% Tween in Tris oder 1:400 in Ansatz aus 
1ml Konzentrat I (Tab.2.5) + 24ml Aqua bidest + 3,125g BSA über 30 Mi-
nuten bei RT in der feuchten Kammer inkubieren 
7) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
8) Streptavidin (2.1.3e) 1:400 in Tris 10 Minuten bei RT inkubieren 
9) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
10) AEC- Kit (2.1.1) 1ml Aqua bidest + 1 Tr. A + 1 Tr. B + 1 Tr. C 10 Minuten 
bei RT inkubieren 
11) Stoppreaktion: 2x 5 Minuten in Aqua bidest  
12) Hämalaun Gegenfärbung 
13) Wässern unter fließendem Leitungswasser 
14) Eindecken der Schnitte mit Kaiser’s Glycerin und Deckgläschen 
 
Arbeitsschema für die Kaninchenserumantikörper als Primärantikörper: 
Die Immunhistochemischen Untersuchungen mit den Kaninchenserumantikör-
pern 4457, rb 122 und rb116 wurden durch die MTA’s des Institut für Anatomie 
und Zellbiologie im Rahmen der Arbeiten von Frau Dr. med. vet. Maria Kokozi-
dou durchgeführt. 
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Die Arbeitschritte 1-2 wurden wie bereits oben beschrieben durchgeführt. 
3) Blockierung: Schweineserum (Tab. 2.5) für 10 Minuten bei RT in der 
feuchten Kammer inkubieren 
4) Primärantikörper: Polyklonale IgG Kaninchenserumantikörper 4457, 
rb122 und rb 116 1h bei RT in der feuchten Kammer inkubieren  
5) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
6) Sekundärantikörper: Polyclonal Swine Anti Rabbit Immunglobu-
lin/Biotinylated (2.1.3 h) 1:400 in Ansatz aus 1ml Konzentrat I (Tab. 2.5) + 
24ml Aqua bidest + 3,125g BSA über 30 Minuten bei RT in der feuchten 
Kammer inkubieren 
7) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
8) Streptavidin (2.1.3 e) 1:400 in Tris 10 Minuten bei RT inkubieren 
9) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
10) AEC- Kit (2.1.1) 1ml Aqua bidest + 1 Tr. A + 1 Tr. B + 1 Tr. C 10 Minuten 
bei RT inkubieren 
11) Stoppreaktion: 2x 5 Minuten in Aqua bidest  
12) Hämalaun Gegenfärbung 
13) Wässern unter fließendem Leitungswasser 
14) Eindecken der Schnitte mit Kaiser’s Glycerin und Deckgläschen 
 
2.2.14 Anfertigen von Kryoschnitten 
Weiterhin wurden mit Hilfe eines Kryotoms Gefrierschnitte von Gewebeblöcken 
aus junger und reifer Plazenta aus dem 1. bzw. 3. Trimester angefertigt. Die 
Schnitte wurden auf zuvor mit Silane oder Lysin beschichtete Objektträger ge-
zogen und anschließend mit unterschiedlichen Mitteln (Aceton; 100%, 70% Me-
thanol und 4% Paraformaldehyd in PBS) fixiert. 
 
2.2.15 Immunhistochemie an Kryoschnitten 
Die Kryoschnitte von reifer Plazenta aus dem 3. Trimester wurden mit dem im-
munen Primärantikörper 50.2 aus Hühnereigelb und dem Sekundärantikörper 
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin von Promega (2.1.3 b) wie im folgenden Arbeits-
schema beschrieben behandelt. 
 
Als Negativ-Kontrolle für den Primärantikörper wurde das Chicken IgY Control 
Immunglobulin (2.1.3 g) verwendet. 
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Abschließend sollte außerdem untersucht werden, ob sich ADAM12 im Rahmen 
von Immunfluoureszenzreaktionen an Kryoschnitten von junger Plazenta aus 
dem 1. Trimester und reifer Plazenta aus dem 3. Trimester mit Hilfe der po-
lyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb detektieren lässt. Dementspre-
chend wurden als Primärantikörper die IgY Antikörper aus Hühnereigelb und als 
Sekundärantikörper der Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-conjugated Affini 
Pure Rabbit Anti Chicken IgY Antikörper von Dianova (2.1.3 f) verwendet. 
 
Arbeitsschema für die polyklonalen IgY Antikörper als Primärantikörper: 
1) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
2) Blockierung: mit folgenden Lösungen für 20 Minuten bei RT inkubieren 
4% Milchpulver in Tris, 3-4% Gelatine/Milchpulver in 0,1% Tween in Tris, 
Kaninchenserum (Tab. 2.5) 
3) Primärantikörper (Tab. 2.17) 1h bei RT inkubieren 
 
Tab. 2.17 
Primärantikörper Verdünnung 
Polyklonaler IgY Antikörper aus Hühner-
eigelb, Proben Nr. 45.1 präimmun, 45.4, 
47.1, 48.1, 50.2, 50.3 immun 
1:50 und 1:70 in Tris 
Chicken IgY Control Immunglobulin 1:20-1:4000 in 1,5-3% Gelatine in  0,1% Tween in Tris 
 
4) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
5) Sekundärantikörper (Tab. 2.18) über 30 Minuten bei RT inkubieren  
 
Tab. 2.18 
Sekundärantikörper Verdünnung 
Rabbit Anti Chicken IgY-
Biotin, Promega (2.1.3 b)  
1:200-1:5000 in Tris, 1:500 in 1,5% Gelatine 
in 0,1% Tween in Tris 
FITC-conjugated Affini Pure 
Rabbit Anti Chicken IgY An-
tikörper, Dianova (2.1.3 f) 
1:100-1:7000 in Tris 
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Weitere Schritte unter Verwendung von 2.1.3 b) als Sekundärantikörper:  
6) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
7) Streptavidin (2.1.3e) 1:400 in Tris über 10 Minuten bei RT inkubieren 
8) Waschschritt: 2x 5 Minuten in Tris (Tab. 2.5) 
9) AEC-Kit (2.1.1) 1ml Aqua bidest + 1 Tr. A + 1 Tr. B + 1 Tr. C 10 Minuten 
bei RT inkubieren 
10) Stoppreaktion: 2x 5 Minuten mit Aqua bidest 
11 Hämalaun Gegenfärbung  
12) Wässern unter fließendem Leitungswasser 
13) Eindecken der Schnitte mit Kaiser’s Glycerin und Deckgläschen  
 
Weitere Schritte unter Verwendung von 2.1.3 f) als Sekundärantikörper: 
6) Stoppreaktion: 2x 5 Minuten. in Aqua bidest 
7) Eindecken der Schnitte mit Kaiser’s Glycerin und Deckgläschen 
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3. Zielsetzung 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem die eigene 
Herstellung eines spezifischen Antikörpers gegen ADAM12 gelingt. Die Anfor-
derungen an diesen Antikörper bestehen zum einen in der Reproduzierbarkeit 
des Antikörpers und zum anderen in der anhand verschiedener laborchemi-
scher Methoden zu beweisende Spezifität für ADAM12. 
 
Hierfür sollen sowohl Hühner, als auch Kaninchen mit dem gleichen Immuno-
gen gegen ADAM12 immunisiert werden. Anschließend sollen die entsprechen-
den IgY Antikörper der Hühner und die IgG Antikörper der Kaninchen aus dem 
Hühnereigelb, bzw. dem Kaninchenserum isoliert werden. Darauf folgend sollen 
die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb und die polyklonalen IgG An-
tikörper aus Kaninchenserum auf ihre Spezifität für ADAM12 geprüft werden. 
 
Für diese Überprüfungen wurden zwei unterschiedliche Methoden ausgewählt. 
 
Zum einen sollen die IgY Antikörper aus Hühnereigelb und die IgG Antikörper 
aus Kaninchenserum im Western Blot Verfahren mit nachfolgender Immunreak-
tion als Primärantikörper fungieren und hierdurch ihre Spezifität für ADAM12 
unter Beweis stellen. 
 
Zum anderen sollen die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb im Rah-
men von immunhistochemischen Versuchen an Plazentaschnitten aus dem 1. 
und 3. Trimester als Primärantikörper verwendet werden und auf ihre Spezifität 
für ADAM12 untersucht werden. Auch hier sollen die Ergebnisse mit denen der 
polyklonalen IgG Antikörper aus Kaninchenserum verglichen werden. Wie be-
reits beschrieben konnten bislang beide ADAM12 Splicevarianten in den 
Trophoblastzellen der menschlichen Plazenta nachgewiesen werden, weshalb 
es von Interesse wäre, ob und wie sich ADAM12 auf Plazentaschnitten mittels 
polyklonaler IgY Antikörper aus Hühnereigelb und polyklonaler IgG Antikörper 
aus Kaninchenserum nachweisen lässt. 
 
Zusammenfassend besteht das Ziel dieser Arbeit also darin, Hühner und Ka-
ninchen mit dem gleichen Immunogen gegen ADAM12 zu immunisieren, die 
polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb bzw. die polyklonalen IgG Anti-
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körper aus Kaninchenserum zu gewinnen und für die oben genannten Metho-
den zu verwenden. Abschließend sollen die beiden Antikörper in ihrem Herstel-
lungsverfahren, ihrer Reproduzierbarkeit und in ihrer Spezifität für ADAM12 be-
urteilt und direkt verglichen werden. Dadurch lässt sich eine Aussage darüber 
treffen, welche Antikörper für welche Methode am Besten zu verwenden sind. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Aus Hühnereigelb isolierte polyklonale IgY Antikörper 
Die polyklonalen IgY Antikörper gegen die verschiedenen Domänen von       
ADAM12 wurden mit Hilfe des EGGstract® IgY Purification System (2.1.1.) aus 
dem Hühnereigelb entsprechend dem Protokoll (2.2.2) isoliert.  
 
4.2 Lowry Konzentrationsbestimmung des IgY 
Für die aus dem Hühnereigelb isolierten polyklonalen IgY Antikörper ergaben 
sich im Rahmen der Proteinbestimmung nach Lowry (2.2.3) die in der Tab. 4.1 
dargestellten Konzentrationen. 
 
Tab. 4.1  Proteinkonzentrationen der IgY Antikörper 
IgY 
(Proben Nr.) IgY Konzentration [µg/ml] 
45.1 
45.3 
  9374,25 
18918,00 
45.4 14709,25 
47.1 13858,28 
47.2   7668,30 
48.1 15405,50 
48.2 11896,75 
49.1   8495,50 
49.2 15900,67 
49.3 18103,25 
50.1 16181,67 
50.2   8653,83 
50.4 10836,47 
 
4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot 
Im Rahmen der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das mittels tran-
sienter Transfektion aus 293 HEK Zellen (2.2.6) gewonnene ADAM12-S Protein 
verwendet. Es wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend im Wes-
tern Blot Verfahren auf die PVDF-Membran transferiert. 
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4.4 Immunreaktion 
Das typische Bandenmuster von ADAM12-S in der Immunreaktion wurde aus-
giebig untersucht. Loechel et al. beschreibt 1998 eine 92kDa Bande, die dem 
ADAM12-S in gesamter Länge entspricht. Zusätzlich beschreibt er eine 68kDa 
Bande. Diese Bande entspricht dem ADAM12-S, das durch die Abspaltung der 
„prodomain“ durch die Furin-Peptidase entsteht. 1999 ergänzt Loechel et al. 
seine Untersuchungen dahingehend, dass er die 92kDa Bande als ADAM12-S 
Proform, bestehend aus einer „prodomain“, „metalloproteinase domain“, „disin-
tegrin domain“ und „cysteine-rich domain“ identifiziert. Diese Proform liegt je-
doch in latenter Form vor und zeigt daher keinerlei Proteaseaktivität. Des Wei-
teren konnten Kawaguchi et al. 2002 im Rahmen von Immunblotanalysen mit 
Serum von transgenen Mäusen zwei weitere Banden bei 45kDa und 24kDa 
zeigen. Die 24kDa Bande entspricht der „prodomain“ von ADAM12-S. 
 
Vorversuche: 
Um eine Eigenaktivität der Sekundärantikörper oder des Streptavidins auszu-
schließen, wurden eine Immunreaktion angefertigt, bei der nur die Probe 45.1 
als Primärantikörper zusammen mit Streptavidin (2.1.3 e), bzw. nur die verwen-
deten Sekundärantikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin von Promega (2.1.3 
b), Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin von Dianova ( 2.1.3 c) und Donkey Anti Chi-
cken IgY-Biotin von Dianova (2.1.3 d) zusammen mit Streptavidin auf die 
Membran aufgetragen wurden (Abb. 4.1).  
 
 
Abb. 4.1 
1 nur 1. Antikörper 45.1 1:1000 in 0,5% Milchpulver in 
TBST und Streptavidin 1:15000 in TBST 
2 nur 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Pro-
mega 1:2000 in 0,5% Milchpulver in TBST und Strep-
tavidin 1:15000 in TBST 
3 nur 2. Antikörper Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, Dia-
nova 1:10000 in 0,5% Milchpulver in TBST und Strep-
tavidin 1:15000 in TBST 
4 nur 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, Dia-
nova 1:10000 in 0,5% Milchpulver in TBST und Strep-
tavidin 1:15000 in TBST 
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Hierbei wurde deutlich, dass von einer Eigenaktivität der verwendeten Antikör-
per oder des Streptavidins nicht auszugehen ist, da sich in der Immunreaktion 
keinerlei Banden zeigten. 
 
4.4.1 Polyklonale IgG Kaninchenserumantikörper gegen ADAM12 
Die folgende Abbildung 4.2 zeigt die Immunreaktion der polyklonalen Kanin-
chenserumantikörper 4457, gerichtet gegen die ADAM12 „disintegrin domain“, 
und 4458, gerichtet gegen die ADAM12 „metalloproteinase domain“ verdünnt in 
0,5% Milchpulver in TBST als Primärantikörper. Als Positiv-Kontrollen wurden 
die polyklonalen Kaninchenserumantikörper rb 122 und rb116 verwendet. Als 
Negativ-Kontrolle diente das Präimmunserum der Kaninchenserumantikörper 
4457 und 4458. Als Sekundärantikörper wurde der ECL Anti Rabbit IgG, Horse-
radish Peroxidase-linked whole Antibody (2.1.3 a) 1:15000 in TBST verdünnt. 
Die Membran wurde entsprechen dem Protokoll 2.2.11 inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.2 
 
Diese Immunreaktion zeigt unter Verwendung der Kaninchenserumantikörper 
4457 und 4458 die für ADAM12-S charakteristischen Banden bei 92kDa und 
68kDa (Linie 1, 2, 4, 6). Die 40kDa Bande wird durch den Kaninchenserumanti-
körper 4457, nicht aber durch den Kaninchenserumantikörper 4458 detektiert. 
1 Kaninchenserumantikörper 4457 immun 1:1000 
2 Kaninchenserumantikörper 4457 immun 1:3000 
3 Kaninchenserumantikörper 4457 präimmun 1:3000 
4 Kaninchenserumantikörper 4458 immun 1:1000 
5 Kaninchenserumantikörper 4458 präimmun 1:1000 
6 Kaninchenserumantikörper 4458 immun 1:3000 
7 rb 122 1:2000 
8 rb 116 1:2000 
9 Negativ Kontrolle ohne Sekundärantikörper 
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Die Positiv-Kontrollen rb122 und rb116 detektieren wie erwartet die ADAM12-S 
Banden bei 92kDa, 68kDa und 40kDa (Linien 7 und 8). Die Negativ-Kontrollen 
mit dem Präimmunserum der Kaninchen 4457 und 4458 zeigen keine Reaktion 
(3 und 5). Die Negativ-Kontrolle ohne Sekundärantikörper zeigt ebenfalls erwar-
tungsgemäß keine Immunreaktion (Linie 9). 
 
Im Folgenden wurde eine Immunfärbung angefertigt, bei der unterschiedliche 
Konzentrationen von ADAM12-S auf das Elektrophoresegel aufgetragen wur-
den. Als Primärantikörper wurde der Kaninchenserumantikörper 4457 in einer 
Verdünnung von 1:3000 in 0,5% Milchpulver in TBST und als Sekundärantikör-
per der ECL Anti Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-linked whole Antibody 
(2.1.3 a) 1:15000 in TBST aufgetragen (Abb. 4.3). Hierdurch sollte die am Bes-
ten zu verwendende Konzentration von ADAM12-S bestimmt werden. 
 
 
Abb. 4.3 
 
Die aussagekräftigste Reaktion ergab sich bei einer Konzentration von 5,0µg 
ADAM12-S pro Linie (Abb. 4.3 Linie 4). Hier zeigen sich deutlich positive Ban-
den bei 92kDa, 68kDa und auch 40kDa. 
 
4.4.2 Polyklonale IgY Antikörper gegen ADAM12 
Vorversuche: 
In einem ersten Versuch sollte festgestellt werden, ob die IgY Antikörper im 
Immunblot überhaupt eine Reaktion zeigen. Hierzu wurden die Proben 47.1 und 
48.1 ausgewählt. Diese wurden 1:1000 in 0,5% Milchpulver in TBST verdünnt 
und anschließend mit 2 verschiedenen Sekundärantikörpern (2.1.3 c und d) in 
den Verdünnungen 1:5000 und 1:10000 in TBST entsprechend dem Protokoll 
(2.2.11) inkubiert (Abb.4.4). 
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Abb. 4.4  
 
Der Primärantikörper 47.1 zeigt in allen Reaktionen (Linien 1 bis 4) eine deutlich 
positive Bande bei 68kDa. Die 92kDa Bande und die 40kDa Bande sind beson-
ders gut sichtbar in den Linien 1 und 3. Zusammenfassend zeigt im Bezug auf 
den Primärantikörper 47.1 die 1:5000 Verdünnung die besseren Ergebnisse im 
Immunblot. Auch der Primärantikörper 48.1 (Linien 5 bis 8) ist in der Verdün-
nung 1:5000 am besten zu beurteilen. Er zeigt hier ebenfalls deutlich positive 
Banden im Bereich von 92kDa, 68kDa und 40kDa. 
 
In einer weiteren Immunreaktion wurden nun die IgY Proben 49.3 und 50.2 in 
einer Verdünnung von 1:1000 in 0,5% Milchpulver in TBST als Primärantikörper 
verwendet. Als Sekundärantikörper diente hier der Rabbit Anti Chicken IgY-
1 1. Antikörper 47.1 und 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:5000 in TBST 
2 1. Antikörper 47.1 und 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:10000 in TBST 
3 1. Antikörper 47.1 und 2. Antikörper Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:5000 in TBST 
4 1. Antikörper 47.1 und 2. Antikörper Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:10000 in TBST 
5 1. Antikörper 48.1 und 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:5000 in TBST 
6 1. Antikörper 48.1 und 2. Antikörper Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:10000 in TBST 
7 1. Antikörper 48.1 und 2. Antikörper Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:5000 in TBST 
8 1. Antikörper 48.1 und 2. Antikörper Donkey Anti Chicken IgY-Biotin, 
Dianova 1:10000 in TBST 
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Biotin Antikörper von Promega (2.1.3 b) in einer Verdünnung von 1:2000 in 
TBST (Abb.4.5). 
 
 
 
 
Abb. 4.5 
 
Auch dieser Immunblot zeigt deutlich positive Banden im Bereich von 92kDa 
und 68kDa. Jedoch stellt sich die Reaktion hier sehr überladen dar. 
 
Um die einzelnen Banden besser differenzieren zu können, wurde eine weitere 
Immunreaktion mit den Proben 49.1, 49.2 und 50.1 und 50.4 angefertigt 
(Abb.4.6). Als Sekundärantikörper wurde erneut der Rabbit Anti Chicken IgY-
Biotin Antikörper von Promega (2.1.3.b) 1:2000 in TBST verdünnt. 
 
 
 
 
 
 
Abb.4.6 
 
Hier zeigen sich für alle 4 Proben (Linien 1 bis 4) gleich starke Banden im Be-
reich von 92kDa und 68kDa. Die 40kDa Bande zeigt sich nur leicht unter Ver-
wendung der Proben 49.2, 50.4 und 50.1 in den Linien 2, 3 und 4. 
 
1 1. Antikörper 49.3  
2 1. Antikörper 50.2  
1 1. Antikörper 49.1  
2 1. Antikörper 49.2  
3 1. Antikörper 50.4  
4 1. Antikörper 50.1 
Ergebnisse  57 
Eine weitere Immunreaktion mit den IgY Primärantikörpern 47.1, 48.1, 49.3 und 
50.2 zeigt die Abb. 4.7. Als Negativ-Kontrolle wurde das präimmune IgY der 
Probe 45.1 in Linie 1 aufgetragen. Als Sekundärantikörper wurde wieder der 
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin Antikörper von Promega (2.1.3 b) 1:2000 in 
TBST verdünnt. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.7 
 
Für die Negativ-Kontrolle in Linie 1 zeigt sich keine Immunreaktion, wohingegen 
die Proben 47.1, 48.1, 49.3 und 50.2 (Linien 2 bis 5) deutliche Reaktionen bei 
92kDa, 68kDa und teilweise auch 40kDa zeigen. 
 
Um die Immunreaktion nun zu optimieren, wurde im folgenden Immunblot eine 
Konzentration von 5µg ADAM12-S pro Linie auf die SDS-Page aufgetragen, 
elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend auf die PVDF-Membran geblot-
tet. Die Konzentration von 5µg wurde gewählt, da mit ihr im Rahmen der Im-
munreaktionen mit dem Kaninchenserumantikörper 4457 (Abb.4.2) die besten 
Bandenfärbungen sichtbar wurden. Zusätzlich sollte nun die optimale Konzent-
ration für die IgY Antikörper ermittelt werden. Hierzu wurden die Proben 47.1 
und 48.1 in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Membran aufgetragen. 
Als Sekundärantikörper wurde der Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin Antikörper 
von Promega (2.1.3 b) 1:2000 in TBST verdünnt (Abb. 4.8). 
 
1 1. Antikörper 45.1 (präimmun) 
2 1. Antikörper 47.1 
3 1. Antikörper 48.1 
4 1. Antikörper 49.3 
5 1. Antikörper 50.2 
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Abb.4.8 
 
Die in Abb. 4.8 sichtbaren Banden liegen im Bereich von 92 kDa und 68 kDa. 
Der Primärantikörper 47.1 detektiert die 92kDa Bande stark, wohingegen die 
68kDa Bande eher schwach erscheint. Unter Verwendung des Primärantikör-
pers 48.1 hingegen tritt die 92kDa Bande eher schwach in Erscheinung und die 
68kDa Bande kommt stärker zum Vorschein. Zusammenfassend findet sich die 
am besten zu beurteilenden Bandenfärbungen bei einer Konzentration des Pri-
märantikörpers im Bereich von 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST (Linien 4 
und 8).  
 
Abschlussversuche: 
Die Vorversuche haben gezeigt, dass die optimale ADAM12-S Konzentration 
bei 5µg pro Linie liegt. Weiterhin haben die Vorversuche für die polyklonalen 
IgY Antikörper aus Hühnereigelb eine optimale Konzentration von 30.000ng/ml 
0,5% Milchpulver in TBST ergeben. Dementsprechend wurde ein Western Blot 
mit 5µg ADAM12-S pro Linie angefertigt. Bei der anschließenden Immunreakti-
on wurden die bisher verwendeten IgY Proben und als Negativ Kontrolle die 
präimmune Probe 45.1 und das Chicken IgY Control Immunglobulin (2.1.3 g) in 
einer Konzentration von 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST nebeneinander 
aufgetragen. Als Sekundärantikörper wurde erneut der Rabbit Anti Chicken IgY-
Biotin Antikörper von Promega (2.1.3 b) 1:2000 in TBST verdünnt (Abb.4.9). 
 
1 1. Antikörper: 47.1 10000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
2 1. Antikörper: 47.1 15000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
3 1. Antikörper: 47.1 20000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
4 1. Antikörper: 47.1 30000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
5 1. Antikörper: 48.1 10000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
6 1. Antikörper: 48.1 15000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
7 1. Antikörper: 48.1 20000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
8 1. Antikörper: 48.1 30000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
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Abb. 4.9 
 
Die Abb. 4.9 zeigt für die Negativ-Kontrollen in Linie 1 (Probe 45.1 präimmun) 
und Linie 11 (Control Chicken IgY) keine Reaktion. Die Proben 45.3, 47.1, 47.2 
48.1, 48.2, 49.1 und 49.3 (Linien 2 bis 8) zeigen deutlich positive Banden bei 
92kDa und 68kDa. Die Proben 50.1 und 50.2 zeigen zwar ebenfalls eine Reak-
tion in diesem Bereich, aber leider auch viel unspezifischen Hintergrund, wes-
halb die Bandenfärbungen hier schwer zu beurteilen sind. 
 
Mit der bisher noch fehlenden Probe 45.4 wurde dieselbe Immunreaktion wie in 
Abb. 4.9 durchgeführt (Abb.4.10). Auch hier zeigen sich die bisher schon gese-
henen Banden bei 92kDa und 68kDa. 
 
 
Abb.4.10 
 
Eine weitere Immunreaktion, die wie in Abb. 4.9 durchgeführt wurde, erbrachte 
die folgenden Ergebnisse (Abb.4.11): 
1 45.4 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
1 45.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST (präimmun) 
2 45.3 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
3 47.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
4 47.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
5 48.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
6 48.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
7 49.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
8 49.3 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
9 50.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
10 50.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
11 Control Chicken IgY 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
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Abb. 4.11 
 
Auch die Ergebnisse in Abb. 4.11 zeigen ebenfalls deutlich positive Banden im 
Bereich der Linien 1 bis 7. Die Proben 50.1 und 50.2 (Linie 8 und 9) zeigen 
auch in dieser Immunreaktion keine ganz eindeutige Bandenfärbung. Die Nega-
tiv-Kontrolle (Linie 10) zeigt erwartungsgemäß keine Reaktion. 
 
Demzufolge konnten die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb im 
Rahmen des Western Blot mit anschließender Immunreaktion ihre Spezifität für 
ADAM12-S zeigen. Die in Tab. 4.2 aufgelisteten polyklonalen IgY Antikörper 
aus Hühnereigelb detektieren die für ADAM12-S beschriebenen charakteristi-
schen Banden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 45.3 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
2 47.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
3 47.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
4 48.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
5 48.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
6 49.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
7 49.330.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
8 50.1 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
9 50.2 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
10 Control Chicken IgY 30.000ng/ml 0,5% Milchpulver in TBST 
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Tab.4.2  Polyklonale IgY Antikörper und detektierte ADAM12-S Banden 
IgY (Proben Nr.) ADAM12-S Banden (kDa) 
45.3, 45.4 92 und 68 
47.1 
47.2 
92, 68 und 40 
92 und 68 
48.1 
48.2 
92, 68 und 40 
92 und 68 
49.1 
49.2, 49.3 
92 und 68 
92, 68 und 40 
50.1, 50.2, 50.4 92, 68 und 40  
 
4.5 Immunhistochemische Detektion von ADAM12 in Plazenta 
Gilpin et al. beschreibt erstmals 1998 das Vorkommen von ADAM12-L und –S 
in menschlicher Plazenta. Er konnte die ADAM12-L und –S mRNA mittels Nor-
thern Blotting Verfahren in menschlicher Plazenta nachweisen. Weiterhin konn-
te Ito et al. 2004 im Rahmen von immunhistochemischen Versuchen an 
menschlicher Plazenta zeigen, dass ADAM12 besonders stark an der Zellober-
fläche von Synzytiotrophoblasten exprimiert wird. Er nutzte hierfür Paraffin-
schnitte von menschlicher Plazenta aus dem 3. Trimester und verwendete ei-
nen polyklonalen anti-ADAM12 Antikörper.  
 
Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte im Folgenden untersucht werden, ob die 
polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb und die polyklonalen IgG Anti-
körper aus Kaninchenserum als Primärantikörper im Rahmen von immunhisto-
chemischen Versuchen an Plazentaschnitten von Nutzen sind. Die Plazen-
taschnitte sollten auf die Anwesenheit und Lokalisation von ADAM12 untersucht 
werden. Die Ergebnisse der polyklonalen IgY Antikörper sollten mit denen der 
polyklonalen Kaninchenserumantikörper verglichen werden. 
 
4.5.1 Paraffinschnitte an Plazenta aus dem 1. und 3. Trimester 
Die Paraffinschnitte wurden wie unter Punkt 2.2.13 beschrieben behandelt. 
 
Die Abbildung 4.12 zeigt die entsprechenden Paraffinschnitte. Im Bezug auf die 
Schnitte der Plazenta aus dem 1. Trimester zeigt sich unter Verwendung des 
immunen IgY Antikörpers Probe Nr. 50.2 (Abb.4.12 m) stellenweise eine deutli-
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che Rotfärbung des Synzytiotrophoblasten. Die Negativ-Kontrolle mit dem prä-
immunen IgY Antikörper Probe Nr. 45.1 (Abb. 4.12 o) zeigt hingegen deutlich 
weniger Färbung im Bereich des Synzytiotrophoblasten. Im Vergleich hierzu 
wurden entsprechende Plazentaschnitte aus dem 1. Trimester mit dem Primä-
rantikörper 4457 aus Kaninchenserum (Abb. 4.12 a) behandelt. Hierbei zeigt 
sich eine sehr deutliche Rotfärbung des Synzytiotrophoblasten an der Außen-
seite der Plazentazotten und weist somit deutlich die Anwesenheit von ADAM12 
nach. Die Negativ-Kontrolle mit dem präimmunen Kaninchenserumantikörper 
4457 (Abb. 4.12 c) zeigt keinerlei Färbung. Die Positiv Kontrollen unter Ver-
wendung der Primärantikörper rb 122 (Abb. 4.12 e) und rb 116 (Abb. 4.12 i) 
weisen an den Plazentaschnitten aus dem 1. Trimester deutlich das sich an der 
Oberfläche der Synzytiotrophoblasten befindende ADAM12 nach. 
 
Die Paraffinschnitte der Plazenta aus dem 3. Trimester werden ebenfalls in der 
Abb. 4.12 gegenübergestellt. Hierbei zeigt sich unter Verwendung des immunen 
IgY Antikörpers Probe Nr. 50.2 (Abb. 4.12 n) eine leichte Rotfärbung im Bereich 
des Synzytiotrophoblasten, jedoch auch eine starke unspezifische Hintergrund-
reaktion. Der vergleichsweise angefertigte Plazentaschnitt, der mit dem Kanin-
chenserumantikörper 4457 (Abb. 4.12 b) immunhistochemisch behandelt wur-
de, zeigt hingegen erneut eine deutliche isolierte Rotfärbung des Synzyti-
otrophoblasten. Die Negativ-Kontrolle mit dem präimmunen Kaninchenseru-
mantikörper 4457 (Abb. 4.12 d) zeigt wie zu erwarten keinerlei spezifische Re-
aktion. Auch hier wurden die Positiv-Kontrollen mit den Primärantikörpern rb 
122 (Abb. 4.12 f) und rb 116 (Abb. 4.12 j) angefertigt und zeigen erneut eine 
deutliche spezifische Reaktion im Oberflächenbereich der Synzyti-
otrophoblasten. 
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a Kaninchenantikörper 4457 (immun) 
b Kaninchenantikörper 4457 (immun) 
c Kaninchenantikörper 4457 (präimmun) 
d Kaninchenantikörper 4457 (präimmun) 
e rb122 
f rb122 
g rb122 Negativ-Kontrolle 
h rb122 Negativ-Kontrolle 
i rb116 
j rb116 
k rb116 Negativ-Kontrolle 
l rb116 Negativ-Kontrolle 
m IgY Probe-Nr. 50.2 (immun) 
n IgY Probe-Nr. 50.2 (immun) 
o IgY Probe-Nr. 45.1 (präimmun) 
p IgY Probe-Nr. 45.1 (präimmun) 
Abb. 4.12 
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4.5.2 Kryoschnitte an Plazenta aus dem 3. Trimester 
Die Abbildungen 4.13 und 4.14 zeigen das Ergebnis der immunhistochemi-
schen Reaktion an Kryoschnitten von Plazenta aus dem 3. Trimester. Die Zell-
kerne im Bereich der Plazentazotten stellen sich nach Hämalaun Gegenfärbung 
blau dar. Die Abb. 4.13 und 4.14 A zeigen jeweils im Bereich des Synzyti-
otrophoblasten einen leicht rötlichen Saum. Dieser stellt sich zwar in der jewei-
ligen Negativ-Kontrolle (4.13 und 4.14 B) nicht dar, ist aber dennoch nicht als 
ein eindeutiges Ergebnis zu werten. Die Reaktion ist eher unspezifisch und mit 
viel Hintergrund. Demzufolge lässt sich ADAM12 auf Kryoschnitten von reifer 
Plazenta aus dem 3. Trimester mittels der polyklonalen IgY Antikörper aus Hüh-
nereigelb nicht nachweisen. 
 
 
Abb. 4.13 
 
Blockierung:  
3% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
A: 1. Antikörper: Probe 50.2 
immun 1:750 in 1,5% Gelatine in 
0,1% Tween in Tris 
B: 1. Antikörper: Chicken IgY 
Control Immunglobulin 1:750 in 
1,5% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
2. Antikörper:  
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin 
Antikörper, Promega 1:500 in 
1,5% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
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Abb. 4.14 
 
4.5.3 Immunfluoreszenzfärbung an Kryoschnitten 
Abschließend sollte untersucht werden, ob sich ADAM12 im Rahmen von Im-
munfluoureszenzfärbungen an Kryoschnitten von junger und reifer Plazenta aus 
dem 1. bzw. 3 Trimester unter Verwendung der polyklonalen IgY Antikörper aus 
Hühnereigelb als Primärantikörper detektieren lässt. Die Ergebnisse der Im-
munfluoreszenzfärbung sind in der Abb. 4.15 dargestellt. Es zeigt sich unter 
Verwendung der IgY Antikörper Probe Nr. 45.1 (präimmun) sowohl an junger, 
als auch an reifer Plazenta (Abb. 4.15 c, d, g, h) eine geringe Immunfluores-
zenzreaktion im Bereich der Synzytiotrophoblasten. Die Immunfluoreszenzreak-
tionen unter Verwendung der hier exemplarisch aufgeführten IgY Antikörper 
Proben Nr. 47.1 und 50.2 (Abb. 4.15 a, b, e, f) zeigen zwar eine Reaktion im 
Bereich der Synzytiotrophoblasten der Plazentazotten, es stellt sich aber auch 
hier viel unspezifischer Hintergrund dar. Demzufolge zeigen die polyklonalen 
IgY Antikörper aus Hühnereigelb im Rahmen der Immunfluoreszenzreaktion 
keine ausreichende Spezifität für die Detektion von ADAM12. 
Blockierung:  
3% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
A: 1. Antikörper: Probe 50.2 
immun 1:300 in 1,5% Gelatine in 
0,1% Tween in Tris 
B: 1. Antikörper: Chicken IgY 
Control Immunglobulin 1:300 in 
1,5% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
2. Antikörper:  
Rabbit Anti Chicken IgY-Biotin 
Antikörper, Promega 1:500 in 
1,5% Gelatine in 0,1% Tween in 
Tris 
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a und b IgY Probe-Nr. 47.1 (immun) 
e und f IgY Probe-Nr. 50.2 (immun) 
Abb. 4.15 
c und d IgY Probe-Nr. 45.1 (präimmun) 
g und h IgY Probe-Nr. 45.1 (präimmun) 
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5. Diskussion 
 
5.1 ADAM12 Nachweis mittels Western Blot Immunreaktion 
Eine Analyse des ADAM12-S Proteins mittels Immunblot wurde 1998 von Loe-
chel et al. durchgeführt. Er transfizierte COS Zellen mit dem ADAM12-S mini-
gen, welches aus der „disintegrin domain, der „cysteine-rich domain“ und dem 
34 Aminosäuren langen carboxyterminalen Ende von ADAM12-S besteht, und 
mit einem Konstrukt von ADAM12 in ganzer Länge und detektierte sowohl eine 
92kDa als auch eine 68kDa Bande. Die 92kDa Bande entspricht der Proform, 
bzw. dem Zymogen von ADAM12, wohingegen die 68kDa Bande das ADAM12 
Protein nach Abspaltung der prodomain durch die Furin-Peptidase darstellt 
[Loechel et al. 1999]. Im Jahr 2002 gelang Kawaguchi et al. der Nachweis von 
ADAM12 im Serum von transgenen Mäusen mittels Immunblot Verfahren und 
die Darstellung der 68kDa Bande und zusätzlich einer 45kDa Bande und einer 
24kDa Bande, welche vermutlich der prodomain von ADAM12-S entspricht. Er 
verwendete für die Immunblot Reaktion die Antikörper rb122 gerichtet gegen 
die „cysteine-rich domain“ und rb132 gerichtet gegen die „prodomain“. Weiter-
hin konnte auch er nach der Transfektion von COS-7 Zellen mit ADAM12-S die 
92kDa, 68kDa und 45kDa Bande nachweisen. Wewer et al. wies im Jahr 2006 
die 68kDa Bande und die 25kDa Bande von ADAM12 mittels Western Blot Ana-
lysen im Serum von schwangeren Frauen nach. Fedak et al. zeigte 2006 zu-
sätzlich die Expression von ADAM12 im Herzmuskelgewebe bei Patienten mit 
Hypertrophischer Obstruktiver Kardiomyopathie. Er stellte Proteinextrakte aus 
menschlichem Herzmuskelgewebe her und wies im Immunblot die vermehrte 
Expression von ADAM12 im Herzmuskelgewebe von Patienten mit Hy-
pertrophischer Obstruktiver Kardiomyopathie mit Hilfe eines polyklonalen anti-
ADAM12 Antikörpers nach. Fröhlich et al. detektierte 2006 mittels Immunblot 
ADAM12 im Urin von Patienten mit Harnblasenkrebs. Er zeigte unter Verwen-
dung der rb122 und rb132 Antikörper die 68kDa und 27kDa Bande von          
ADAM12. 
 
5.2  Vergleich von polyklonalen IgG Kanichenserumantikörpern mit 
polyklonalen IgY Antikörpern in der Western Blot Immunreaktion 
Im Rahmen dieser Arbeit galt es nun zu untersuchen, ob die polyklonalen IgY 
Antikörper aus Hühnereigelb für die Detektion von ADAM12-S im Immunblot 
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geeignet sind und die Ergebnisse mit denen der Kaninchenserumantikörper 
4457 und 4458 zu vergleichen. 
 
Der polyklonale Kaninchenserumantikörper 4457, gerichtet gegen die ADAM12 
„disintegrin domain“ detektierte die ADAM12 Banden im Bereich von 92kDa, 
68kDa und 40kDa, wohingegen der Kaninchenserumantikörper 4458, gerichtet 
gegen die ADAM12 „metalloproteinase domain“ nur die 92kDa und 68kDa Ban-
de detektiert. Die als positiv Kontrollen verwendeten Antikörper rb122 und 116 
zeigen beide jeweils die 92kDa, 68kDa und 40kDa Bande von ADAM12-S (Abb. 
4.2). 
 
Die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb bewiesen im Western Blot 
mit anschließender Immunreaktion ebenfalls ihren Nutzen bei der Detektion von 
ADAM12-S. Die IgY Antikörper der Hühner Nr. 45 und 47, gerichtet gegen die 
ADAM12 „disintegrin domain“ zeigten die typischen Banden bei 92kDa, 68kDa 
und selten auch bei 40kDa. Die IgY Antikörper des Huhns 48, gerichtet gegen 
die ADAM12 „metalloproteinase domain“ und die IgY Antikörper der Hühner 49 
und 50, gerichtet gegen die ADAM12 „fusion peptide like sequence“, zeigten 
ebenfalls die charakteristischen Banden bei 92kDa, 68kDa und 40kDa. 
 
Im Rahmen der Western Blot Analysen von ADAM12-S mit anschließender Im-
munreaktion erwiesen sich die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb 
durchaus als mögliche Alternative zu den polyklonalen IgG Antikörpern aus Ka-
ninchenserum. Die Immunreaktion zeigte sowohl unter Verwendung der IgY 
Antikörper aus Hühnereigelb, als auch unter Verwendung der IgG Antikörper 
aus Kaninchenserum für die Detektion von ADAM12-S gleiche Ergebnisse. 
Demzufolge kann man die Spezifität der IgY Antikörper aus Hühnereigelb und 
der IgG Antikörper aus Kaninchenserum für ADAM12-S in der Western Blot 
Immunreaktion als gleich gut beurteilen. 
 
Vergleicht man die IgG Antikörper aus Kaninchenserum mit den IgY Antikörpern 
aus Hühnereigelb nun in ihrer Herstellung, so lassen sich für die IgY Antikörper 
einige Vorteile aufzeigen. Zunächst einmal ist die Haltung der Hühner relativ 
kostengünstig. Weiterhin stellt die Sammlung von Hühnereiern im Vergleich zur 
Gewinnung von Kaninchenserum eine nicht invasive und unblutige Alternative 
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dar. Die Isolierung von IgY Antikörpern aus Hühnereigelb gelingt kostengünstig 
und schnell und kann mit Hilfe von standardisierten Purification Kits eigenhän-
dig und ohne großen Aufwand durchgeführt werden [Camenisch et al. 1999]. 
Weiterhin ergibt sich durch die Immunisierung von Hühnern nachgewiesener-
maßen eine weitaus größere Menge an IgY als durch die Immunisierung von 
Kaninchen. Hatta et al. zeigte 1993, dass die Herstellung von polyklonalen IgY 
Antikörpern aus Hühnereigelb weitaus produktiver ist, als die Gewinnung von 
IgG aus Kaninchenserum. Der Ertrag an IgY aus den Eiern eine Henne in ei-
nem Jahr lag etwa 30fach höher, verglichen mit dem gewonnen IgG aus dem 
gesamten Serum eines Kaninchens. Insgesamt lässt sich sagen, dass die Ge-
samtmenge an IgY pro Ei ca. 90-100mg beträgt. Die Menge an spezifischem 
IgY liegt bei 1-10mg und macht somit ca. 1-10% aus [Haak-Frendscho 1994]. 
Ein weiterer Vorteil der IgY Antikörper aus Hühnereiern besteht darin, dass die 
Hühner in Ihrer Abstammung weit von den Säugern entfernt sind, und daher mit 
einer stärkeren Immunantwort gegen die Säugetierantigene gerechnet werden 
kann. Weiterhin bieten die IgY Antikörper keine Kreuzreaktivität mit humanen 
Rheumafaktoren und führen daher bei Rheumafaktor positiven Patientenseren 
nicht zu falsch positiven Ergebnissen [Bundesministerium für Bildung und For-
schung 2001]. Bei den bisher kommerziell erhältlichen Anti-ADAM12 Antikör-
pern handelt es sich um polyklonale IgG Antikörper, die gegen humanes       
ADAM12 gerichtet sind und aus Kaninchenseren gewonnen werden. Diese wer-
den zu Forschungszwecken insbesondere im Rahmen von Western Blot Analy-
sen verwendet und eine Antikörpermenge von 25µg kostet ca. 349 € 
[www.dianova.de]. Der Nachteil der kommerziell erhältlichen Antikörpern be-
steht jedoch darin, dass die Chargen irgendwann vergriffen sein können und für 
weitere Versuche gegebenenfalls neue Klone mit modifizierter Antikörperquali-
tät herangezüchtet werden. Dieser Nachteil besteht bei selbst hergestellten An-
tikörpern nicht. Kommerziell erhältliche IgY Antikörper aus Hühnereigelb gegen 
ADAM12 existieren bisher nicht.  
 
Demzufolge stellt z.B. in der Forschung die Immunisierung von Hühnern zur 
Herstellung von polyklonalen IgY Antikörpern eine kostengünstige, gut realisier-
bare und mit geringem Arbeitsaufwand durchführbare Alternative dar. Die IgY 
Antikörper aus Hühnereigelb bieten im Vergleich zu den IgG Antikörpern aus 
Kaninchenserum den Vorteil, dass aus einem Huhn in eigener Herstellung weit-
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aus größere Mengen Antikörper produziert werden können. Weiterhin gehören 
die hergestellten IgY Antikörper alle der gleichen Charge an. Bei quantitativen 
und qualitativen Methoden besteht hierin ein Vorteil, da die Antikörper einer 
Charge in ihrer Spezifität identisch sind und somit bei wiederholten Versuchen 
gleiche Ergebnisse erzielt werden können. 
 
Der Nutzen der polyklonalen IgY Antikörper zur Detektion von ADAM12-S in 
Western Blot Analysen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. 
 
5.3 ADAM12 Nachweis in Plazentagewebe durch immunhistochemi-
sche Verfahren 
Wie bereits beschrieben konnte ADAM12 in Plazentagewebe im Rahmen von 
immunhistochemischen Untersuchungen bisher durch Ito et al. im Jahr 2004 
nachgewiesen werden. Die Expression von ADAM12 konnte hier an Paraffin-
schnitten von reifer Plazenta aus dem 3. Trimester gezeigt werden. Die immun-
histochemische Reaktion mit ADAM12 wurde insbesondere an der Zelloberflä-
che der Synzytiotrophoblasten der Plazentazotten mit Hilfe eines anti-ADAM12 
Antikörpers in Form einer roten Farbreaktion gezeigt. 
 
5.4 Vergleich von polyklonalen IgG Kanichenserumantikörpern mit 
polyklonalen IgY Antikörpern in der Immunhistochemie 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Detektion von       
ADAM12 in menschlicher Plazenta auch mit Hilfe der polyklonalen IgY Antikör-
per aus Hühnereigelb oder des polyklonalen IgG Antikörpers 4457 aus Kanin-
chenserum gelingt. Die Positiv-Kontrolle wurde auch hier mittels der Primäranti-
körper rb122 und rb116 durchgeführt. 
 
Die polyklonalen IgY Antikörper (Probe 50.2) gegen die ADAM12 „fusion pepti-
de like sequence“ zeigen bei ihrer Anwendung auf Paraffinschnitten von Pla-
zenta aus dem 1. Trimester eine immunhistochemische Reaktion im Bereich 
der Synzytiotrophoblasten. Die im Vergleich hierzu angefertigte immunhisto-
chemischen Färbung mit dem Kaninchenserumantikörper 4457 gegen die    
ADAM12 „disintegrin domain“ zeigt ebenfalls eine kräftige Reaktion an der    
Oberfläche der Synzytiotrophoblasten. Diese Ergebnisse belegen den Nach-
weis von ADAM12 in den Synzytiotrophoblasten von Plazenta aus dem 1. Tri-
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mester. Sie zeigen die Spezifität der polyklonalen IgY Antikörper aus Hühnerei-
gelb im Rahmen von Immunhistochemischen Untersuchungen von ADAM12 in 
an Paraffinschnitten von Plazenta aus dem 1. Trimester im direkten Vergleich 
zum IgG Antikörper aus Kaninchenserum, der sich hier ebenfalls als spezifisch 
erweist. 
 
Die immunhistochemischen Untersuchungen an Paraffinschnitten von Plazenta 
aus dem 3. Trimester lieferten insgesamt Ergebnisse, bei denen die Reaktion 
der polyklonalen IgY Antikörpern gegen ADAM12 aus Hühnereigelb leider nicht 
so deutlich ausfiel. Die Detektion von ADAM12 ist hier sehr unspezifisch und 
mit viel Hintergrund. Die Reaktion mit dem polyklonalen IgG Antikörper 4457 
aus Kaninchenserum zeigte wiederum eindeutige Ergebnisse und wies die An-
wesenheit von ADAM12 im Bereich der Synzytiotrophoblasten in Plazenta aus 
dem 3. Trimester einwandfrei nach. 
 
Demzufolge zeigt sich die Expression von ADAM12 im Bereich der Synzyti-
otrophoblasten sowohl von junger als auch von reifer Plazenta anhand dieser 
Untersuchungen bestätigt. Weiterhin bestätigt sich der Nutzen des Kaninchen-
serumantikörpers 4457 zur Detektion von ADAM12 bei immunhistochemischen 
Versuchen an Paraffinschnitten von junger und reifer Plazenta. Der polyklonale 
IgY Antikörper aus Hühnereigelb (Probe 50.2) konnte seine Spezifität zur Dia-
gnostik im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen nur an Paraf-
finschnitten von Plazenta aus dem 1. Trimester unter Beweis stellen. Im Ver-
gleich zeigte der Kaninchenserumantikörper 4457 an Parafinschnitten von Pla-
zenta aus dem 1. und 3. Trimester seine Spezifität für ADAM12. Ihm ist daher 
im Rahmen von immunhistochemischen Versuchen an Plazentaschnitten der 
Vorzug zu geben. 
 
Die in der Literatur bereits vielfach beschriebenen Primärantikörper rb122 und 
rb116 zeigten ebenfalls im Rahmen der immunhistochemischen Versuche an 
junger und reifer Plazenta ihre Spezifität für ADAM12. 
 
Die weiteren Untersuchungen an Kryoschnitten von Plazenta aus dem 3. Tri-
mester lieferten unter Anwendung der polyklonalen IgY Antikörper gegen      
ADAM12 eher nicht zufrieden stellende Ergebnisse. Die immunhistochemische 
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Reaktion im Bereich der Synzytiotrophoblasten erwies sich als zu unspezifisch 
für den eindeutigen Nachweis von ADAM12. Auch die Immunfluoreszenz Un-
tersuchungen an Kryoschnitten von Plazenta aus dem 1. und 3. Trimester mit 
den polyklonalen IgY Antikörpern als Primärantikörper lieferten keine eindeutige 
spezifische Reaktion für den ADAM12 Nachweis im Bereich der Synzyti-
otrophoblasten. 
 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass der polyklonale Kaninchense-
rumantikörper 4457 seine Spezifität für ADAM12 im Rahmen von immunhisto-
chemischen Untersuchungen eindeutig unter Beweis stellt, wohingegen die po-
lyklonalen IgY Antikörper aus Hühnereigelb hierbei keine zufrieden stellenden 
Ergebnisse erzeugen. Die Tatsache, dass die polyklonalen IgG Kaninchense-
rumantikörper sowohl im Western Blot, als auch in der Immunhistochemie ihre 
Spezifität für ADAM12 unter Beweis stellen konnten, spricht für die allgemeine 
Verwendbarkeit dieser Antikörper. Die polyklonalen IgY Antikörper aus Hühner-
eigelb konnten hingegen ihre Spezifität für ADAM12 in der Immunhistochemie 
nicht ausreichend nachweisen, was als Hinweis auf die eingeschränkte An-
wendbarkeit der IgY Antikörper zu deuten ist. 
 
5.5 Nutzen von ADAM12 in der Plazenta 
Mit der Einnistung der Blastozyste ins Endometrium beginnt die Differenzierung 
der Trophoblastzellen zu Synzytiotrophoblasten und Zytotrophoblasten. Die 
Synzytiotrophoblasten liegen an der Außenseite der Blastozyste und ver-
schmelzen nach Auflösung der Zellgrenzen zu einem funktionstüchtigen Synzy-
tium, d.h. einem mehrkernigen Zellverband ohne Zellgrenzen. Die Zy-
totrophoblastzellen liegen unterhalb des Synzytiotrophoblasten. Es ist bekannt, 
dass der Synzytiotrophoblast proteolytische Enzyme besitzt, die den physiologi-
schen Zelltod der Epithelzellen des Endometriums bewirken. Dadurch bedingt 
kommt es zu einer kontrollierten Invasion des Synzytiotrophoblasten in die Ute-
russchleimhaut. Die Einwanderung des Synzytiotrophoblasten wird bis über die 
Basalmembran hinaus ins endometriale Bindegewebe fortgesetzt [Schiebler et 
al. 1999]. Für die gerade beschriebenen Vorgänge sind demzufolge die Prozes-
se der Zell-Adhäsion, Zell-Zell-Fusion und Zell-Invasion bzw. Zell-Ausbreitung 
von herausragender Bedeutung. Für ADAM12 konnten einige dieser Eigen-
schaften bereits in anderen Geweben gezeigt werden. Die wohl interessantes-
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ten Erkenntnisse hierzu lieferte Yagami-Hiromasa et al. 1995. Er untersuchte 
die Funktion von ADAM12 bei der Fusion von Myoblasten zu einem muskulären 
Synzytium und vermutet, dass die „metalloproteinase domain“ von ADAM12 
durch Veränderungen der Extrazellularmatrix eine Rolle bei der Vermittlung von 
Zell-Zell Interaktionen spielt. Er konnte eine vermehrte Expression von ADAM12 
bei der Differenzierung von Myozyten und Muskelfasern zeigen und vermutete 
daher eine Funktion von ADAM12 bei Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen und 
eventuell auch im Rahmen der Zellfusion. In weiteren Untersuchungen konnte 
Iba et al. 1999 die Funktion der „cysteine-rich domain“ von ADAM12 bei der 
Zelladhäsion von zahlreichen menschlichen Tumorzelllinien beweisen. Andere 
Untersuchungen zeigten außerdem die vermehrte Expression von ADAM12 bei 
der Differenzierung von einkernigen Makrophagen zu mehrkernigen Riesenzel-
len und bei der Differenzierung von Osteoklasten aus ihren Vorläuferzellen [Abe 
et al. 1999]. Aufgrund dieser genannten Funktionen von ADAM12 bei der For-
mierung von Muskel- und Tumorgewebe und bei der Differenzierung von Zellen 
scheinen diese Eigenschaften auch auf die Vorgänge bei der Implantation der 
Blastozyste ins Uterusendometrium und die sich anschließende Plazentation 
übertragbar. 
 
5.6 ADAM12 als klinischer Marker und seine Verwendung zu dia-
gnostischen Zwecken 
ADAM12 kann unter anderem im menschlichen Serum nachgewiesen werden 
und könnte daher unter Umständen in der klinischen Diagnostik von Nutzen 
sein. Insbesondere während der Schwangerschaft konnten im mütterlichen Se-
rum konstant hohe Konzentrationen von ADAM12 nachgewiesen werden. Wie 
bereits beschrieben wurde ein Zusammenhang zwischen der ADAM12 Kon-
zentration und der Ausschüttung der Oxytocinase (P-LAP = Placental leucine 
aminopeptidase) während der Schwangerschaft festgestellt. Ito et al. konnte 
2004 zeigen, dass die Überexpression von ADAM12 mit einer vermehrten Aus-
schüttung der Oxytocinase einhergeht. Die Oxytocinase ist ein in der Plazenta 
gebildetes Oxytocin spaltendes Enzym. Im Allgemeinen dient der Oxytocina-
sespiegel im mütterlichen Serum während der Schwangerschaft als biochemi-
scher Parameter zur Prüfung der Plazentafunktion. Die Verminderung des Oxy-
tocinasespiegels könnte z.B. den Hinweis auf eine intrauterine Mangelentwick-
lung des Feten geben [Pschyrembel 1998]. Man könnte vermuten, dass es 
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durch eine Dysregulation der ADAM12 Expression mit verminderter ADAM12 
Produktion während der Schwangerschaft zu einer verminderten Ausschüttung 
der Oxytocinase kommt. Die Verminderung der Oxytocinase im mütterlichen 
Serum wird wiederum im Zusammenhang mit einer eventuell bestehenden feta-
len Wachstumsretardierung gesehen. Es konnte gezeigt werden, dass die    
ADAM12 Konzentration im Serum von Schwangeren, deren Kinder an Trisomie 
18 oder Trisomie 21 erkrankt waren, deutlich vermindert war [Laigaard et al. 
2003, Laigaard et al. 2005]. Auch bei schwangeren Frauen, die im Laufe ihrer 
Schwangerschaft eine Präeklampsie entwickelten, war die ADAM12 Konzentra-
tion in ihrem Serum aus dem ersten Trimester vermindert [Laigaard et al. Juli 
2005]. Als Folge der Präeklampsie kann es ebenfalls zu Wachstumsretardie-
rungen beim Kind kommen. 
 
Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt ADAM12 einen möglichen klinischen Marker 
für fetale Mangelentwicklungen während der Schwangerschaft dar und die Ent-
wicklung von standardisierten Untersuchungsverfahren zur Diagnostik der    
ADAM12 Konzentration z.B. im mütterlichen Serum ist von großem Interesse. 
ADAM12 könnte im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen während der 
Schwangerschaft im Bezug auf die oben genannten Chromosomenaberratio-
nen, fetale Wachstumsretardierung oder die Entstehung einer Präeklampsie 
von Bedeutung sein. 
 
Eine weitere interessante Erkenntnis über die Proteaseaktivität von ADAM12 
lieferte eine Untersuchung von Loechel et al. aus dem Jahr 2000. Hierin wird 
vermutet, dass ADAM12 im Serum von Schwangeren für die Verminderung der 
IGF-BP 3 Konzentration verantwortlich ist. Diese Vermutungen basieren darauf, 
dass die Bindung von ADAM12 über seine „cysteine-rich domain“ an IGF-BP 
und die Spaltung von IGF-BP 3 durch ADAM12 in vitro gezeigt werden konnten. 
Weiterhin kommt es aufgrund dieser ADAM12 vermittelten Verminderung von 
IGF-BP 3 zu einer Erhöhung von IGF I und II im mütterlichen Serum. Diese Ver-
mehrte Bioverfügbarkeit von Insulin ähnlichen Wachstumsfaktoren, insbesonde-
re IGF II hat anabolische Wirkung und fördert wahrscheinlich das Wachstum 
der Plazenta während der Schwangerschaft und ist mit verantwortlich für die 
fetale Entwicklung und das fetale Wachstum [Shen et al. 1986]. In diesem Zu-
sammenhang könnte eine Überexpression von ADAM12 zu pathologisch erhöh-
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ten IGF Spiegeln im mütterlichen Serum führen. Dies wiederum kann ursächlich 
für ein verstärktes kindliches Wachstum während der Fetalperiode in Form ei-
ner Makrosomie sein. 
 
Ein weiterer Bereich, in dem ADAM12 eventuell auf lange Sicht zu diagnosti-
schen Zwecken genutzt werden könnte, ist die Diagnostik und Verlaufskontrolle 
von Tumorerkrankungen. Wie bereits beschrieben konnte die vermehrte Ex-
pression von ADAM12 in einer Reihe von Tumorgeweben gezeigt werden. Roy 
et al. fand 2004 in einer klinischen Studie mit Brustkrebspatientinnen einen Zu-
sammenhang zwischen dem Nachweis von ADAM12 im Urin der Patientinnen 
und der Progression ihrer Erkrankung. So war zunächst auffällig, dass die    
ADAM12 Konzentration im Urin der Patientinnen mit Brustkrebs im Vergleich 
zur Negativ-Kontrolle deutlich erhöht war. Die Urinanalysen auf ADAM12 wur-
den mittels Immunblot Verfahren durchgeführt. Zusätzlich konnte eine Korrelati-
on zwischen der ADAM12 Konzentration im Urin und der Progression der Brust-
krebserkrankung festgestellt werden. In einer weiteren Untersuchung von Kvei-
borg et al. im Jahr 2005 konnte in einem Mausmodel gezeigt werden, dass   
ADAM12 das Fortschreiten des Brusttumors beschleunigt. Es wurde vermutet, 
dass ADAM12 eine Verminderung der Tumorzellapoptose und gleichzeitig eine 
verstärkte Apoptose im Bindegewebe vermittelt. Diese Apoptosebeeinflussung 
durch ADAM12 vermag im Zusammenhang mit der Tumorprogression zu ste-
hen. Diese Erkenntnisse führen dazu, dass ADAM12 als Risikofaktor für die 
Entwicklung eines Mammkarzinoms gesehen werden kann und damit als ein 
möglicher Biomarker im Rahmen von Urinanalysen bei Patientinnen mit Mam-
makarzinom gesehen wird [Paepke et al. 2006]. Ein ganz ähnliches Verhalten 
von ADAM12 konnte im Rahmen von Urinanalysen bei Patienten mit Harnbla-
senkrebs gezeigt werden. Fröhlich et al. zeigte 2006, dass die mRNA von     
ADAM12 im Tumorgewebe der Harnblase vermehrt nachgewiesen werden 
konnte. Weiterhin konnte eine Korrelation der Stärke der immunhistochemi-
schen Reaktion mit ADAM12 im Tumorgewebe mit dem jeweiligen Tumorstadi-
um und dem Grading gezeigt werden. Abschließend ließen sich mittels Im-
munblot Analyse in den Urinproben der Tumorpatienten im Vergleich zu den 
Negativ-Kontrollen erhöhte ADAM12 Konzentrationen nachweisen, weshalb 
ADAM12 auch hier als potentieller Biomarker im Rahmen von Urinanalysen bei 
Patienten mit Harnblasenkrebs gesehen wird. 
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Ein weiterer klinischer Bereich, in dem die Wirkung von ADAM12 von Bedeu-
tung zu sein scheint, ist der strukturelle Umbau des Herzmuskels im Rahmen 
einer Hypertrophischen Obstruktiven Cardiomyopathie (HOCM). Fedak et al. 
konnte 2006 feststellen, dass die ADAM12 Konzentration im Herzmuskelgewe-
be von Patienten mit HOCM deutlich erhöht ist. Demzufolge kann vermutet 
werden, dass ADAM12 aufgrund seiner Eigenschaften als Stimulator von 
Wachstumsfaktoren wie HB-EGF und IGF I beim strukturellen Umbau im Rah-
men einer HOCM beteiligt sein könnte. Die proteolytische Aktivität von ADAM12 
und seine Kontaktaufnahme mit den Integrinen anderer Zellen vermag durch 
die Vermittlung von Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen eine Rolle im Rah-
men des Remodelling am Herzmuskel zu spielen. Die Voraussetzung für die 
erhöhte ADAM12 Aktivität ist die verminderte Aktivität des tissue inhibitor of me-
talloproteinases -3 (TIMP-3), der als endogener Inhibitor von ADAM12 gesehen 
wird. 
 
5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick 
All die geschilderten Beispiele belegen die Relevanz von ADAM12 im Rahmen 
der klinischen Diagnostik bei Vorsorgeuntersuchungen und zur Verlaufskontrol-
le von Erkrankungen. So könnte ADAM12 u.a. ein möglicher Biomarker im 
Rahmen der Verlaufskontrolle von Tumorerkrankungen sein. Die Entwicklung 
eines standardisierten Verfahrens zur Bestimmung der ADAM12 Konzentration 
im Serum bzw. Urin und zur Detektion von ADAM12 im Western Blot bzw. im 
Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen ist hierbei von großer 
Bedeutung.  
 
Dementsprechend war das Ziel dieser Arbeit, einen spezifischen Antikörper für 
ADAM12 zu entwickeln, der für die Austestung, Entwicklung und Durchführung 
solcher Tests aufgrund seiner Qualität und Quantität verwendet werden kann. 
Diese Arbeit zeigt, dass die IgY Antikörper in ihrer Herstellung zwar für quantita-
tive Methoden von Vorteil sind, da sie in großen Mengen produziert werden 
können, aber qualitativ nicht für jede Methode verwendet werden können. Die 
IgG Antikörper aus Kaninchenserum hingegen zeigen eine gute Qualität auf-
grund ihrer bewiesenen Spezifität für ADAM12 in den angewandten Methoden, 
haben jedoch den Nachteil, dass sie in eigener Herstellung nicht so schnell und 
in so großen Mengen produzierbar sind. Für die Zukunft ist es weiterhin von 
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großem Interesse, ein standardisiertes Verfahren zur Detektion von ADAM12 zu 
entwickeln, welches auch im klinischen Alltag seine Anwendung findet. Für die 
zu entwickelnden Testverfahren sollte aufgrund der beschriebenen Vor- und 
Nachteile der IgG Antikörper aus Kaninchenserum und der IgY Antikörper aus 
Hühnereigelb individuell entschieden werden, welcher von den beiden für das 
jeweilige Testverfahren aufgrund seiner Qualitativ und Quantität den größeren 
Nutzen hat. 
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6 Zusammenfassung 
Bei ADAM12 handelt es sich um ein Mitglied der ADAM (A Disintegrin And Me-
talloproteinase) Familie. Die existierenden Splicevarianten ADAM12-S und   
ADAM12-L setzten sich zusammen aus einem „signal peptide“, einer „prodo-
main“, einer „metalloproteinase domain“, einer „disintegrin domain“, einer 
„cysteine-rich domain“ und im Falle von ADAM12-L einer zusätzlichen „trans-
membrane domain“ und einem „cytoplasmic tail“. Laigaard et al. zeigte in sei-
nen Studien aus dem Jahr 2003 und 2005, dass eine verminderte ADAM12 
Konzentration im Serum der schwangeren Frau aus dem 1. Trimester mit der 
Entwicklung von Chromosomenaberrationen beim Kind (Trisomie 21 und 18) 
oder der Entwicklung einer Präeklampsie im Zusammenhang steht. Außerdem 
konnte eine ADAM12 Überexpression bei Patienten mit einer Hypertrophischen 
Obstruktiven Kardiomyopathie beobachtet werden [Fedak et al. 2006]. Weiter-
hin korreliert die ADAM12 Konzentration im Urin von Patienten mit Harnblasen-
krebs oder Brustkrebs mit dem jeweiligen Tumorstadium, bzw. Grading [Roy et 
al. 2004, Fröhlich et al. 2006]. Dies lässt vermuten, dass ADAM12 ein möglicher 
Biomarker für die Diagnostik und Verlaufskontrolle dieser Erkrankungen ist. Die 
Entwicklung eines standardisierten Verfahrens zur Bestimmung der ADAM12 
Konzentration im Serum bzw. Urin und zur Detektion von ADAM12 im Western 
blot bzw. im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen ist hierbei 
von großer Bedeutung.  
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, einen eigenen Antikörper gegen ADAM12 zu 
entwickeln. Die Anforderungen and diesen Antikörper bestehen in seiner Re-
produzierbarkeit und in seiner Spezifität für ADAM12. Hierfür wurden sowohl 
Hühner, als auch Kaninchen mit dem gleichen Immunogen gegen ADAM12 
immunisiert. Die gewonnenen polyklonalen IgY bzw. IgG Antikörper wurden im 
Rahmen von Western Blot Immunreaktionen und immunhistochemische Reak-
tionen an Plazentaschnitten auf ihre Spezifität für ADAM12 untersucht und ver-
glichen. Weiterhin wurden die IgY bzw. IgG Antikörper in ihrem Herstellungsver-
fahren und ihrer Reproduzierbarkeit verglichen. 
 
Die IgY Antikörper aus Hühnereigelb konnten in der Western Blot Immunreakti-
on ihre Spezifität für ADAM12 unter Beweis stellen, wohingegen sie in den im-
munhistochemischen Versuchen an Plazentaschnitten nicht für den spezifi-
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schen Nachweis von ADAM12 geeignet waren. Diese Arbeit zeigt daher, dass 
die IgY Antikörper in ihrer Herstellung zwar für quantitative Methoden von Vor-
teil sind, da sie in großen Mengen produziert werden können, aber qualitativ 
nicht für jede Methode verwendet werden können. Die IgG Antikörper aus Ka-
ninchenserum hingegen zeigen eine gute Qualität aufgrund ihrer bewiesenen 
Spezifität für ADAM12 in den angewandten Methoden, haben jedoch den Nach-
teil, dass sie in eigener Herstellung nicht so schnell und in so großen Mengen 
produziert werden können. Vergleicht man nun die eigene Herstellung der Anti-
körper gegen ADAM12 mit den bisher kommerziell erhältlichen Antikörpern, so 
besteht der der Nachteil der kommerziell erhältlichen Antikörper darin, dass die 
Chargen irgendwann vergriffen sind, und für weitere Versuche gegebenenfalls 
neue Klone mit modifizierter Antikörperqualität herangezüchtet werden müssen. 
Dieser Nachteil besteht bei selbst hergestellten Antikörpern nicht und die Re-
produzierbarkeit im Sinne von Versuchswiederholungen ist gewährleistet. Kom-
merziell erhältliche IgY Antikörper aus Hühnereigelb gegen ADAM12 existieren 
bisher nicht.  
 
Es besteht in der Zukunft ein großes Interesse daran, ein standardisiertes Ver-
fahren zur Detektion von ADAM12 zu entwickeln, welches auch im klinischen 
Alltag seine Anwendung findet. Aufgrund der beschriebenen Vor- und Nachteile 
der IgG Antikörper aus Kaninchenserum und der IgY Antikörper aus Hühnerei-
gelb sollte für die zu entwickelnden Testverfahren individuell entschieden wer-
den, welcher der beiden für das jeweilige Testverfahren aufgrund seiner Quali-
tät und Quantität den größeren Nutzen hat. Die Verwendung von IgY Antikör-
pern stellt zumindest im Rahmen von Western Blot Immunreaktionen eine im 
Vergleich in der Herstellung nicht invasive, und vor allem in großen Mengen 
produzierbare Alternative zu den IgG Antikörpern aus Kaninchenserum dar. 
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